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Este trabalho realizado no laboratório de métodos instrumentais de análise da empresa 
Silliker Portugal S.A., que se dedica à análise de produtos alimentares para manter o controlo da 
qualidade dos produtos comercializados. O setor da segurança alimentar é cada vez mais 
importante numa sociedade mais preocupada com a saúde e mais informada sobre os produtos 
alimentares que consome. 
No âmbito do desenvolvimento deste projeto foram analisados três parâmetros de 
grande importância em alimentos: aflatoxinas, ácidos gordos e colesterol. 
A quantificação de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 por cromatografia de alta eficiência, seguiu 
um procedimento baseado na norma EN 12955 foodftuffs: Determination of aflatoxin B1, and 
the sum of aflatoxins B1, B2, G1 and G2 in cereals, Shell- fruits and derived products. High 
performance liquid chromatographic method with post column derivatization and 
immunoaffinity column clean up. As amostras analisadas consistiram em miolo de amêndoa e 
grainha de uva. Na amostra de grainha de uva não foi quantificada qualquer aflatoxina e na 
amostra de miolo de amêndoa foi quantificado apenas 0,1 e 0,2 µg/kg de aflatoxinas B1 e G1, 
respetivamente. O método apresentou um desvio relativo máximo inferior a 6,2%. 
Relativamente à determinação de ácidos gordos, foi usada cromatografia gasosa, 
segundo o método 996.06 da AOAC - Fat (Total, Saturated and Unsaturated) in Foods, Hydrolytic 
Extraction Gas Chromatographic Method. As amostras analisadas consistiram em salmão, um 
produto cárnico e um queijo). O método demonstrou ser preciso, apresentando um coeficiente 
de variação inferior a 1,1%. Os resultados mostraram uma predominância de ácidos gordos 
insaturados na amostra de salmão, nomeadamente ω3, apresentando uma percentagem de 
matéria gorda igual a 19,53 g/100g, dos quais 13,51 g/100g são insaturados. Pelo contrário, a 
amostra de queijo apresenta um teor muito mais elevado em ácidos gordos saturados, mais 
precisamente 23,76 g/100g, numa amostra com uma percentagem de matéria gorda igual a 
36,30 g/100g. O produto cárnico apresentou um teor semelhante em ácidos gordos saturados e 
insaturados, tendo 5,46 g/100g em percentagem de matéria gorda.  
A determinação de colesterol foi efetuada segundo o anexo V do Regulamento (CEE) no 
2568/91: Determinação da composição e do teor de esteróis por cromatografia em fase gasosa 
com coluna capilar. As amostras consideradas neste trabalho foram ovo, bolacha e azeite. A 
amostra de bolacha amanteigada apresentou um teor de colesterol médio de 68 mg/100g. 
Como esperado, por ser um produto de origem animal, a amostra de ovo apresentou altos 
teores de colesterol, com um valor médio de 396 mg/100g de amostra. Para todas as amostras 
o coeficiente de variação do método esteve compreendido entre 0,9 e 1,1 %, demonstrando a 
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elevada precisão do método. O teor de colesterol do azeite foi inferior a 0,5%, conforme o 
legislado para os azeites. 
O controlo da qualidade de todas as análises foi verificado através de diferentes 































This work was performed in the laboratory of instrumental methods of analysis of the 
company Silliker Portugal SA, dedicated to the analysis of food products to maintain quality 
control of marketed products. The sector of food safety is increasingly important in a society 
concerned with its health and more informed about the food it consumes.  
In the development of this project, three parameters of importance in foods were 
analyzed: aflatoxins, fatty acids and cholesterol. 
The quantification of aflatoxins B1, B2, G1 and G2 by high performance liquid 
chromatography followed a procedure based in the standard EN 12955 foodftuffs: 
Determination of aflatoxin B1, and the sum of Aflatoxins B1, B2, G1 and G2 in cereals, fruits and 
shell- derived products. High performance liquid chromatographic method with post column 
derivatization and immunoaffinity column clean-up. The samples analyzed consisted of almond 
kernels and grape seeds. In the grape seeds sample no aflatoxins were quantified and in the 
almond kernels sample only 0.1 and 0.2 µg/kg of aflatoxins B1 and G1, respectively, were 
quantified. The method was shown to have a maximum relative deviation less than 6.2%. 
For the fatty acids determination, gas chromatography was used according to the 
method AOAC 996.06 - Fat (Total, Saturated and Unsaturated) in Foods, hydrolytic Gas 
Chromatographic Extraction Method. The analyzed samples consisted in a salmon, a cheese and 
a meat product. This method was shown to be accurate, exhibiting a coefficient of variation less 
than 1.1%. There was a predominance of unsaturated fatty acids in the salmon sample, 
particularly ω3, presenting a total fat percentage equal to 19.53 g/100g of which 13.51 g/100g 
are unsaturated. By contrast, the cheese sample has a much higher content of saturated fatty 
acids, more precisely 23.76 g/100g, in a sample containing a percentage of fat equal to 36.30 
g/100g.The meat product had a similar content of saturated and unsaturated fatty acids, having 
5.46 g/100g of fat percentage. 
The quantification of cholesterol was performed according to Annex V of Regulation 
(EEC) No 2568/91. Determinação da composição e do teor de esteróis por cromatografia em fase 
gasosa com coluna capilar. The samples considered in this work were an egg, a wafer and olive 
oil samples. The buttery wafer sample showed a mean cholesterol level of 68 mg/100g. As 
expected, being a product of animal origin, the egg sample showed high levels of cholesterol, 
with an average value of 396 mg/100g per sample. For all samples, the variation coefficient of 
this method was between 0.9 and 1.1%, showing the high accuracy method for quantifying 




Quality control of all analyzes was verified using different reference materials, 
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1 - Enquadramento do trabalho realizado 
Este trabalho foi desenvolvido no laboratório de métodos instrumentais de análise da 
empresa SILLIKER Portugal S.A. (antiga EGI-Sociedade de Engenharia e Gestão da Qualidade 
Industrial, Lda.). A Silliker Portugal S.A. é um dos muitos laboratórios acreditados do instituto 
Mérieux NutriSciences distribuídos pelo mundo, focados na segurança e qualidade alimentar 
realizando análises, auditorias, consultadorias e avaliações sensoriais. 
O laboratório tem uma política de controlo de qualidade bem instituída, respeitando 
todas as especificações da norma ISO 17025. Tendo os seus métodos de análise acreditados, 
participa em circuitos de ensaios de comparação interlaboratorial periodicamente e efetua 
cartas de controlo com dados diários. Utiliza materiais de referência certificados para validar 
diariamente cada série de resultados e realiza duplicados entre cada 10 a 20 amostras 
analisadas. Para além disso, todos os seus analistas são devidamente certificados através de 
análises a amostras cegas realizadas semestralmente. 
O trabalho desenvolvido no âmbito deste estágio, descrito neste documento, baseou-se 
na determinação de ácidos gordos, colesterol e das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 em amostras 
agroalimentares. Ao longo do estágio também foi possível participar na determinação das 
vitaminas A, D e E, de açúcares componentes (frutose, glucose, sacarose, maltose e lactose), de 
sorbatos, de teobromina, de natamicina, de estigmastadieno, e das micotoxinas Ocratoxina A, 
Patulina, Desoxinivalenol e Zearalenona. 
 
1.1 - Importância da análise de produtos agroalimentares 
Atualmente a segurança alimentar é uma questão que levanta cada vez mais 
preocupação, uma vez que a presença de contaminantes químicos no ambiente tem vindo a 
aumentar como resultado da atividade humana. A nossa dieta alimentar é uma importante via 
de exposição a contaminantes como dioxinas, micotoxinas, metais pesados, pesticidas, 
hidrocarbonetos policíclicos aromáticos, compostos farmacologicamente ativos e hormonas; 
todos com graves repercussões ao nível da saúde dos consumidores. A necessidade de controlar 
todos os produtos alimentares ingeridos diariamente surge assim como um imperativo de 




2 - Micotoxinas 
As micotoxinas surgem na dieta alimentar de humanos e animais, quer por 
contaminação direta quer indireta. A contaminação indireta através de rações e produtos 
alimentares acontece quando qualquer um dos ingredientes tenha sido previamente 
contaminado por um fungo toxigénico. Mesmo após a eliminação do fungo durante o 
processamento, as micotoxinas permanecem no produto final. Já a contaminação direta ocorre 
quando o produto alimentar em si é infetado pelo fungo toxigénico, com a subsequente 
formação de micotoxinas [2], [3]. A contaminação pode ocorrer no campo, quer antes quer pós-
colheita, durante o processamento, transporte e no armazenamento [2], [4]. As micotoxinas são 
invisíveis, inodoras e não são detetáveis por cheiro ou gosto [4].  
A ingestão de micotoxinas por seres humanos ocorre principalmente através da ingestão 
de produtos vegetais contaminados, bem como através de produtos derivados de alimentos 
como leite, queijo, carne e outros produtos de origem animal [2], [5].  
A contaminação de alimentos e rações com micotoxinas tem impactos sociais 
importantes podendo levar à perda de vidas humanas e/ ou à morte de animais [5], [6]. Por 
outro lado, os impactos económicos, quer de países desenvolvidos quer de países em 
desenvolvimento, podem decorrer de uma redução da produção animal e vegetal, limitando ou 
até mesmo impedindo a exportação destes produtos o que, em última análise, pode destabilizar 
o seu desenvolvimento económico [7]. 
 
2.1 - Classificação das micotoxinas 
As micotoxinas, termo derivado da junção da palavra grega “mykes” (que significa fungo) 
e da palavra “toxicum” do latim (que se traduz por veneno) [8], são um grupo estruturalmente 
diverso de compostos [9], na sua maioria de baixo peso molecular, produzidas como metabolitos 
secundários farmacologicamente ativos de vários fungos como Aspergillus, Penicillium e 
Fusarium e que não têm qualquer significado bioquímico no crescimento ou desenvolvimento 
do fungo [2]. 
As micotoxinas induzem diferentes mas significativos efeitos biológicos quer para 
animais quer para seres humanos. Estas podem ser cancerígenas (como as aflatoxinas, as 
ocratoxinas e as fumonisinas), mutagénicas (tal como as aflatoxinas e a esterigmatocistina), 
teratogénicas (ou seja produzem uma alteração na estrutura ou função da descendência quando 
presentes durante a vida embrionária ou fetal, e.g as ocratoxinas), estrogénicas (e.g. a 
zearalenona), hemorrágicas (e.g. os tricotecenos), imunotóxicas (e.t. as aflatoxinas e as 
ocratoxinas), nefrotóxicas (e.g. as ocratoxinas), hepatotóxicas (e.g. as aflatoxinas e as 
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fomopsinas), dermotóxicas (e.g. os tricotecenos) e neurotóxicas (e.g. as ergotoxinas), 
representando um sério problema para a saúde pública. Simultaneamente há outras toxinas que 
exibem propriedades benéficas para o Homem, apresentando atividades antimicrobianas, 
antitumorais e citotóxicas [1], [10]–[12]. Até agora, estudos revelaram a existência de, pelo 
menos, cerca de 400 micotoxinas diferentes [2]. De um ponto de vista toxicológico e legislativo, 
as micotoxinas mais relevantes são as aflatoxinas, as ocratoxinas, alguns tricotecenos (como as 
fumonisinas, o desoxinivalenol e a zearalenona), a patulina, a citrinina, e os alcalóides de ergot 
[5], [8] .  
Em 1993, a Agência Internacional para Investigação em Cancro (IARC) avaliou o potencial 
carcinogénico de diversas micotoxinas (aflatoxinas, ocrotoxinas, tricotecenos, zearalenona e 
fumonisinas). As aflatoxinas B1 foram classificadas como carcinogénicas para humanos, ou seja 
pertencentes à classe 1, enquanto as ocratoxinas, as fumonisinas e as aflatoxinas G1, B2 e G2 
foram classificadas como possíveis carcinogénicas (classe 2B) e as restantes como pertencentes 
à classe 3, isto é como não sendo carcinogénicas [13].  
 
2.2 – Aflatoxinas 
 
2.2.1 Classificação das aflatoxinas 
De entre as micotoxinas, as aflatoxinas são consideradas como os contaminantes mais 
predominantes na alimentação humana e animal [14]. O termo aflatoxina foi baseado no nome 
do seu principal produtor (Aspergillus flavus + toxinas). As aflatoxinas são produzidas por cerca 
de 50 espécies do género Aspergillus [14], predominantemente pelas estirpes A. flavus e A. 
parasiticus e com menor frequência pelas A. nomius, A. bombycis, A. pseudotamari e A. 
Ochraceoroseus [15] . 
Embora já tenham sido isolados diversos tipos de aflatoxinas (cerca de 18 [16]), as series 
B (aflatoxina B1 e aflatoxina B2), G (aflatoxina G1 e aflatoxina G2), e M (aflatoxina M1 e aflatoxina 
M2) são as mais relevantes [17]–[19] . A denominação das classes é baseada na zona espectral 
em que estas emitem fluorescência por efeito da luz ultravioleta (365 nm) (B e G do Inglês Blue 
e Green, ou seja, azul e verde, respectivamente) e pela sua mobilidade relativa (1 ou 2) em 
cromatografia de camada fina (TLC) [2], [5], [15], [18].  
A série M corresponde aos derivados hidroxilados da série B, que podem ser 
encontrados na carne, no leite, e em produtos lácteos de gado leiteiro (a letra M, deriva do 
inglês milk, ou seja leite) e em outros mamíferos que tenham consumido alimentos ou rações 
contaminadas por aflatoxinas [5], [16]. Infelizmente, a aflatoxina M1 é relativamente estável 
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durante a pasteurização e armazenamento do leite, bem como durante a preparação de vários 
produtos lácteos [20], [21]. 
 
2.2.2 - Estrutura das aflatoxinas 
As aflatoxinas B2 e G2 são metabolitos hidróxilados das aflatoxinas B1 e G1, 
respetivamente. Geralmente, as aflatoxinas B2, G1 e G2 nunca são detetada na ausência da 
aflatoxina B1 [16], [22]. 
 
Figura 1 - Estrutura química das aflatoxinas B1, B2, G1, G2, M1 e M2 [5]. 
As aflatoxinas, como se pode constatar na figura 1, possuem uma estrutura policíclica, 
com um núcleo de coumarina ligada a um anel bifurano. As aflatoxinas B1 e B2 estão ligadas a 
uma pentona, enquanto as G1 e G2 estão ligadas a uma lactona de 6 membros. As aflatoxinas B1 
e G1 são consideradas mais tóxicas e cancerígenas do que as B2 e G2 o que se deve ao facto de 
possuírem uma ligação dupla no seu anel de furano terminal, que é o centro ativo da molécula 
e que é também responsável pela sua intensa fluorescência [5], [23]–[25] . 
As aflatoxinas são altamente solúveis em solventes ligeiramente polares como metanol, 
clorofórmio, acetonitrilo, diclorometano ou o dimetilsulfóxido e pouco solúveis em água [25], 
[26]. 
 
2.2.3 – Efeitos do consumo de aflatoxinas (aflatoxicoses) 
Às doenças causadas pelo consumo de aflatoxinas dá-se o nome de aflatoxicoses. A 
aflatoxicose aguda pode resultar em morte, enquanto a aflatoxicose crónica resulta geralmente 
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em cancro, ou na supressão imunológica entre outras condições patológicas mais lentas, sendo 
o fígado o principal órgão alvo [5].  
As aflatoxinas são responsáveis por milhares de mortes por ano. Estima-se que até 5 
bilhões de pessoas no mundo estão expostas a níveis significativos de aflatoxinas nas suas dietas 
[27]. Os seus efeitos podem variar com a espécie, idade, sexo, peso, dieta alimentar, exposição 
a agentes infeciosos, e à presença de outras micotoxinas e substâncias farmacologicamente 
ativas no organismo afetado [3], [5], [15].  
Do grupo das aflatoxinas, a aflatoxina B1 é considerada como sendo a mais significativa 
em termos de impacto na saúde humana e animal, sendo a mais nociva e a mais produzida pelas 
estirpes toxicogénicas [5], [17], [28], [29]. Como já foi referido anteriormente, esta micotoxina 
tem o maior potencial carcinogénico (grupo 1 do IARC) sobretudo a nível hepático [10], [14]. A 
dose letal mediana (LD 50) da aflatoxina B1 varia entre apenas 0,3 e 18 mg / kg [9], dependendo 
da espécie animal e da via de administração. A toxicidade desta toxina é bastante elevada, sendo 
10 vezes superior à do cianeto de potássio e 68 vezes à do arsénio. A sua carcinogenicidade é 70 
vezes superior à da dimetilnitrosamina e 10000 vezes à do hexacloreto de benzeno (BHC) [30]. 
Esta é ainda capaz de induzir efeitos teratogénicos, mutagénicos, imunosupressivos e 
hepatotóxicos em seres humanos e animais [16], [19], [25]. 
 
2.2.4 – Ocorrência das aflatoxinas 
A produção das aflatoxinas é ótima entre os 28 e os 30 ° C, caso a atividade da água seja 
superior a 0,95, apesar da A. flavus e da A. parasiticus serem capazes de produzir aflatoxinas 
entre os 20 e 37 °C (com aW> 0,85). Estas condições climáticas são típicas das zonas temperadas 
quentes (entre 26 e 35° de latitude) [15]. Apesar das aflatoxinas serem um problema muito 
maior nas regiões tropicais, o movimento das mercadorias agrícolas por todo o mundo faz com 
que nenhuma região do mundo esteja livre de contaminação por aflatoxinas [31] . 
Os produtos alimentares mais frequentemente contaminados pelas aflatoxinas são os 
cereais (e.g. arroz, trigo, milho, cevada, aveia, centeio e sorgo), as especiarias (e.g. pimenta 
preta, pimentão, gengibre, coentro e açafrão), os frutos secos (e.g. nozes, pistácio, avelã, 
amêndoas, castanha e amendoim) e as sementes oleaginosas (e.g. algodão, girassol, gergelim e 
soja). Também é possível a contaminação de figos, tabaco, grãos de café, vinho, entre outros 
[2], [4], [5], [16], [17], [24], [27], [31], [32]. O leite e os seus derivados, como o queijo e a 
manteiga, podem igualmente ser fontes de contaminação, tal como a carne e ovos de animais 
contaminados. Os perus, as galinhas e os porcos são especialmente suscetíveis à contaminação 




2.2.5 - Legislação referente às aflatoxinas 
A fim de proteger a saúde pública, os níveis das micotoxinas são rigorosamente 
regulados por normas nacionais e internacionais [33]–[37]. 
Os limites legais variam de país para país, dependendo do seu grau de desenvolvimento 
e de considerações económicas. Por exemplo, enquanto os limites máximos de aflatoxinas totais 
permitido pela U.S. Food and Drug Administation nos Estados Unidos da América podem variar 
entre os 20 e os 200 ppb (ou µg/kg), as regulamentações europeias são mais restritivas 
estabelecendo os limites entre 4 e 15 ppb. Os níveis máximos aceites pela Comissão Europeia 
estão descritos em detalhe na tabela 1 abaixo [35]. 
 
2.2.6 - Métodos de análise de aflatoxinas 
A fim de assegurar o cumprimento das normas internacionais, é necessário dispor de 
um método sensível, fiável e preciso para a determinação de micotoxinas em diferentes 
produtos alimentares. A análise de todas as micotoxinas baseia-se genericamente em três 
etapas principais: a extração, a purificação ou clean-up e a determinação quantitativa.  
 
2.2.6.1 - Extração 
A escolha do procedimento da extração depende das propriedades físico-químicas da 
micotoxina a ser extraída e da matriz da amostra. Devido à diversidade de produtos que podem 
estar contaminados, não existe um único método de extração para todos os produtos. Produtos 
alimentares com teores elevados de lípidos e de pigmentos exigem um tratamento mais 
seletivo, seguido por métodos de purificação mais extensos dos requeridos para produtos com 
um baixos teores desses componentes. 
 
2.2.6.1.1 - Extração sólido-líquido 
Como as aflatoxinas são micotoxinas hidrofóbicas, são solúveis em solventes 
moderadamente polares, sendo normalmente extraídas utilizando um ou uma mistura de 
solventes orgânicos, tais como acetonitrilo, clorofórmio, diclorometano ou metanol. O uso dos 
solventes organoclorados, previamente muito utilizados, estão sendo gradualmente reduzidos 




Tabela 1 - Níveis máximos de aflatoxinas aceites pela Comissão Europeia em cada produto alimentar. 
Produto alimentar 
Nível máximo de resíduo da 




B2+ G1+ G2) 
M1 
Amendoim e outras sementes oleaginosas que serão submetidas a triagem 
ou a outro processo físico antes do seu consumo ou uso como ingrediente 
em produtos alimentares (com exceção das sementes utilizadas para 
produção de óleo vegetal) 
8.0 15.0 - 
Amendoim e outras sementes oleaginosas e produtos derivados da sua 
transformação, destinados ao consumo humano direto ou como ingrediente 
de géneros alimentícios, com exceção dos óleos vegetais refinados ou por 
refinar 
2.0 4.0 - 
Amêndoas, pistácios e sementes de damasco a serem submetidos a triagem 
ou a outro processo físico antes do seu consumo ou uso como ingrediente 
em produtos alimentares. 
12.0 15.0 - 
Amêndoas, pistácios e sementes de damasco, destinados ao consumo 
humano direto ou como ingredientes de géneros alimentícios. 
8.0 10.0 - 
Avelãs e castanhas-do-Brasil que serão submetidas a triagem ou a outro 
processo físico antes do seu consumo ou uso como ingrediente em produtos 
alimentares 
8.0 15.0 - 
Avelãs e castanhas-do-Brasil destinadas ao consumo humano direto ou 
como ingredientes de géneros alimentícios. 
5.0 10.0 - 
Frutos de casca rija, exceto acima mencionados, a serem submetidos a 
triagem ou a outro processo físico antes do seu consumo ou uso como 
ingrediente em produtos alimentares. 
5.0 10.0 - 
Frutos de casca rija, com exceção dos mencionados acima, e seus derivados, 
destinados ao consumo humano direto ou à utilização como ingrediente em 
géneros alimentícios. 
2.0 4.0 - 
Frutas secas, exceto figos secos, a serem submetidas a triagem ou a outro 
tratamento físico antes do seu consumo ou utilização como ingrediente de 
géneros alimentícios. 
5.0 10.0 - 
Frutas secas e seus derivados, expecto figos secos, para consumo humano 
direto ou utilização como ingrediente em géneros alimentícios. 
2.0 4.0 - 
Figos secos 6.0 10.0 - 
Especiarias ou misturas que contenham especiarias pertencentes às 
espécies: Capsicum spp.; Piper spp.; Myristica fragrans (noz-moscada); 
Zingiber officinale (gengibre); Curcuma longa (curcuma); 
5.0 10.0 - 
Leite, natural ou tratado termicamente, e leite destinado ao fabrico de 
produtos à base de leite 
- - 0.05 
Todos os cereais e seus derivados, incluindo produtos processados, com 
exceção dos abaixo mencionados 
2.0 4.0 - 
Milho e arroz a serem submetidos a triagem ou a outro tratamento físico 
antes do seu consumo ou utilização como ingrediente em produtos 
alimentares. 
5.0 10.0 - 
Alimentos à base de cereais e alimentos para bebés destinados a lactentes e 
crianças 
0.10 - - 
Fórmulas para lactentes, incluindo leite para bebés. - - 0.025 





As extrações podem ser diretas, ou pode ser recorrer a várias etapas com solventes 
diferentes. A utilização de pequenas quantidades de água em combinação com os solventes 
citados humedece o substrato, aumentando a penetração do solvente orgânico na amostra, o 
que melhora a extração das aflatoxinas. A adição de solventes não polares, como o hexano, 
também é utilizada para remover o excesso de componentes lipídicos da matriz biológica [9], 
[38]. Foi demonstrado que uma mistura de metanol:água é mais apropriada relativamente a 
acetonitrilo:água [39].  
 
2.2.6.1.2 - Extração em fase sólida  
Fundamentalmente a extração em fase sólida (SPE) emprega fases sólidas com 
adsorventes em cartuchos na forma de seringa ou cilindros recheados com material particulado 
adsorvente (sílica, fluorisil ou C18) [21], [26]. Os mecanismos de retenção são idênticos àqueles 
envolvidos numa coluna cromatográfica. Em geral, os procedimentos da SPE consistem em 4 
etapas: o condicionamento do adsorvente, carga da amostra, lavagem, eluição [39], podem 
também ser necessárias outras etapas como: concentração da amostra e a rediluição da amostra 
(como se pode observar na figura 2). Desta forma o analito é extraído da matriz para ser injetado 
posteriormente no cromatógrafo. 
 
 
Figura 2 - Diferentes fases da SPE. A amostra é depositada num solvente, em geral, sob pressão reduzida, 
lavada, para que a maior parte dos contaminantes sejam removidos, e eluída noutro solvente [40]. 
Apesar desta técnica requer equipamento de maior complexidade, apresenta vantagens 
comparativamente à extração sólido-líquido por requerer menos solvente e, possibilitar um 
maior grau de automação, a operação é mais rápida (2-5 minutos). Para além de funcionar como 
método de extração esta técnica também pode funcionar como meio de purificação da amostra, 
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permitindo a sua pré-concentração o que proporciona melhores resultados na quantificação 
[41] . 
 
2.2.6.1.3 - Colunas multifuncionais 
As colunas multifuncionais (MFC) têm sido utilizadas em vários estudos como método 
de extração [42]. As MFCs destinam-se a reter determinados grupos de compostos que podem 
interferir no método analítico, permitindo a eluição dos analitos de interesse. O material de 
embalagem patenteado das MFCs contém tanto sítios ativos lipofílicos (não polares) como sítios 
carregados (polares). Os sítios lipofílicos são em grande parte responsáveis pela remoção das 
gorduras e outros componentes não-polares, tais como pigmentos. Os sítios carregados 
consistem em grupos dipolares e de troca aniónica que removem compostos proteicos, 
carboidratos e outros compostos interferentes de natureza polar. Contrariamente às extrações 
em fase sólida, a utilização de MFC não requer procedimentos de lavagem ou de eluição. Outra 
vantagem do uso das MFCs é a eliminação da adsorção irreversível ou eluição prematura do 
analito da coluna de adsorvente.  
A purificação dos extratos utilizando as MFCs é eficaz na remoção de interferentes 
indesejados, portanto, pode ser recomendada como adsorvente alternativo às colunas de 
imunoafinidade mais caras [39] .  
 
2.2.6.1.4 - Outros métodos de extração 
Foi recentemente proposto um método empregando a metodologia QuEChERS (“Quick, 
Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe”) como uma alternativa aos restantes métodos de 
extração e de purificação para a determinação de aflatoxinas em produtos alimentares. Este 
baseia-se num único passo de extração, sendo, tal como o nome indica, um procedimento de 
preparação da amostra simples, rápido, económico e eficaz [24], mas este é um método ainda 
pouco testado. 
Existem ainda trabalhos que demonstram a possibilidade da utilização da extração com 
dispersão da matriz em fase sólida (MSPD) [41], [43] e com fluidos supercríticos (SFE) [44] , no 
entanto este último método não é uma técnica adequada para análises de rotina devido ao 
tempo que requer, aos seus custos elevados e à sua necessidade de equipamento especializado.  
A microextração líquido-líquido dispersiva (DLLME) é um método de extração 




2.2.6.2 - Clean-up ou Purificação 
O passo da purificação é um dos passos mais importante da análise, pois a pureza da 
amostra afeta a resolução de separação e a sensibilidade dos resultados obtidos. Pequenas 
quantidades de uma molécula alvo podem ser facilmente mascaradas por compostos 
interferentes, encontrados não só na matriz, mas também nos solventes utilizados no 
procedimento [9].  
  
2.2.6.2.1 - Colunas de imunoafinidade 
As colunas de imunoafinidade (IAC) são amplamente utilizadas como meio de 
purificação [46], [47], baseiam-se na tecnologia de ligação específica anticorpo-analito. As IAC 
contêm um leito de gel com anticorpos específicos às respetivas toxinas acoplados às partículas 
de gel. Esses anticorpos capturam as micotoxinas da amostra e libertam-nas novamente depois 
de uma etapa de lavagem.  
A purificação por imunoafinidade demonstrou ter um grande potencial para aumentar 
a especificidade e sensibilidade do método, pelo isolamento e o enriquecimento seletivo das 
aflatoxinas alvo. Os anticorpos monoclonais ou policlonais oferecem uma excelente 
recuperação do analito devido à sua elevada especificidade. As principais desvantagens na 
utilização destes materiais são os elevados custos envolvidos. Cada coluna pode ser usada 
apenas uma vez, devido à desnaturação de anticorpos. Por outro lado, as colunas 
comercialmente disponíveis têm anticorpos específicos a um grupo restrito de micotoxinas 
semelhantes, dificultando a análise múltipla de micotoxinas [9].  
Já existem IACs multifuncionais comercialmente disponíveis [48] que permitem a 
deteção de múltiplas micotoxinas, mas estas para além de serem escassas requerem extrações 
duplas, o que torna a análise mais demorada, e pouco convenientes pois requerem que uma 
grande quantidade de amostra diluída passe pela coluna.  
 
2.2.6.3 - Derivatização 
Para maximizar a fluorescência natural das aflatoxinas e melhorar a sensibilidade da 
deteção das mesmas, são frequentemente utilizados passos de derivatização pré-coluna ou pós-
coluna para converter as aflatoxinas nos seus derivados com maior intensamente de 
fluorescência [26].  
Existem diversos métodos de derivatização: pré-coluna, utilizando ácido trifluoroacético 
(TFA), pós-coluna com iodo [49], bromo [26] ou por irradiação UV, e derivatização eletroquímica 
com brometo de potássio ou utilizando células eletroquímicas do como as Kobra® Cell [49]. 
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2.2.6.4 - Determinação quantitativa 
2.2.6.4.1 - Cromatografia em camada fina 
O método de cromatografia em camada fina (TLC) foi o primeiro método estabelecido 
para determinação de aflatoxinas e ainda é popular para fins quantitativos e semi-quantitativos 
[46], [50], devido permitir o processamento rápido de várias amostras, apresentar um baixo 
custo de operação e permitir a identificação dos compostos alvo com auxílio a detetores UV-Vis. 
No entanto, como a TLC apresenta uma sensibilidade reduzida exige uma excelente extração e 
purificação prévias da amostra.  
A TLC com camada de gel de sílica é uma das mais frequentemente utilizadas [51]. 
 
2.2.6.4.2 - Eletroforese capilar 
A quantificação de aflatoxinas através de eletroforese capilar foi reportada [52]. Este 
método é rápido e simples, requerendo quantidades mínimas de solventes orgânicos. 
 
2.2.6.4.3 - Cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) 
A HPLC é um método de referência para a deteção de micotoxinas na indústria alimentar 
[26], [53]. O principal benefício associado à utilização da HPLC, para além da alta qualidade de 
separação e do baixo limite de deteção, é de oferecer a possibilidade de combinar vários 
sistemas de deteção, permitindo deteções de múltiplos compostos a partir de uma amostra. 
Outra das vantagens deste método relativamente é a sua capacidade de automação [9]. Os 
detetores mais frequentemente utilizados são os de UV ou de fluorescência, que são mais 
sensíveis e adequados, aproveitando a fluorescência natural das aflatoxinas, que provém do 
grupo cromóforo das suas moléculas [51]. 
Em geral, os sistemas de RP-HPLC são usados com mais frequência do que os de fase 
normal pela sua manipulação ser mais fácil e pela menor toxicidade das fases móveis, que 
consistem em fases aquosas (em oposição das fases móveis baseadas em solventes clorados 
utilizadas na NP-HPLC). Devido às características das fases móveis utilizadas na RP-HPLC 
(metanol/água ou acetonitrilo/água) a fluorescência das aflatoxinas B1 e G1 tende a diminuir. 
Esta diminuição é facilmente remediada através da utilização de técnicas de derivatização [38]. 
Os métodos cromatográficos geralmente contam com técnicas de deteção não-
especificas, como por exemplo, os detetores de fluorescência (FLD), ultravioleta (UV) [21], 
arranjo de diodos (DAD) ou de espetroscopia de massa (MS) [8], [54]. 
Embora menos frequente devido aos custos do equipamento, a técnica de 
cromatografia líquida de ultra pressão (UHPLC) também pode ser utilizada na quantificação de 
aflatoxinas, podendo prescindir da fase de derivatização [55]–[57].  
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2.2.6.4.4 - Ensaio Imunoenzimático (ELISA) 
Os métodos imunoquímicos fornecem uma alternativa conveniente e sensível para a 
deteção de várias micotoxinas, devido ao seu custo ser relativamente baixo e serem de fácil 
aplicação [30], [58]. Os kits ELISA estão comercialmente disponíveis para a deteção de 
micotoxinas sendo normalmente baseados num ensaio que utiliza um anticorpo primário 
específico para a molécula-alvo ou um conjugado de uma enzima e o alvo requerido [9]. 
O ELISA direto é rápido uma vez que é utilizado apenas um anticorpo e a reatividade 
cruzada do anticorpo secundário é, às vezes, completamente eliminada. No entanto, a 
imunorreatividade do anticorpo primário pode ser reduzida como resultado da marcação e a 
amplificação de sinal torna-se mais difícil. Pelo contrário, o ELISA indireto tem várias vantagens, 
no sentido em que estão disponíveis comercialmente uma ampla gama de anticorpos 
secundários marcados. O ELISA indireto, representado na figura 3, é geralmente mais sensível 
porque cada anticorpo primário contém vários epítopos que podem ser vinculados pelo 
anticorpo secundário marcado, aumentando assim a amplificação do sinal [59]. No entanto, a 
reatividade cruzada pode ocorrer com o anticorpo secundário, o que resulta num sinal não 
específico. Assim, os resultados obtidos por ELISA exigem a confirmação dos resultados através 
de outros métodos analíticos, tais como HPLC [9]. 
 
2.2.6.4.5 - Outros métodos de análise 
A fluorescência natural das aflatoxinas permite a sua determinação qualitativa e 
quantitativa por fluorimetria [60]. Esta técnica é económica e permite rastrear uma larga 
quantidade de amostras [9]. 
Há igualmente estudos utilizando a técnica de PCR [61] e de PCR em tempo real [62] 
para deteção de várias micotoxinas, incluindo aflatoxinas. 
Foi também demonstrado que quer a voltametria adsortiva de redissolução quer a 
voltametria diferencial de impulso são adequadas para determinação das aflatoxinas B1 e B2 
[63], [64]. 
Os biossensores eletroquímicos são também uma opção rápida e simples para a 
monitorização das aflatoxinas nos produtos alimentares [20] mas têm a desvantagem de não 





Figura 3 – Principais formatos de ensaios imunoenzimaticos.[30] 
2.2.6.5 - Método de referência 
Existem vários métodos bem estabelecidos e aprovados pela Associação Oficial de 
Químicos Analíticos (AOAC) e pelo comité europeu de normalização (CEN) para a determinação 
de aflatoxinas [65] mas o procedimento mais frequente, e o utilizado neste trabalho 
experimental, envolve uma extração sólido-líquido, seguida de purificação por colunas de 
imunoafinidade e quantificação por RP-HPLC utilizando um detetor de fluorescência com 
derivatização da coluna [17]. 
 
2.2.6.6 - Perspetivas futuras  
Desde a primeira epidemia atribuída por ingestão em perus contaminados com 
aflatoxinas em 1962 [2], os métodos de extração, purificação e quantificação de aflatoxinas não 
pararam de evoluir. Avaliando pelos métodos disponíveis com os quais já foram alcançados 
resultados bastante satisfatórios nas mais variadas matrizes, a tendência futura será continuar 
a de desenvolver métodos que permitam a determinação simultânea de diferentes micotoxinas, 
















Método Vantagens Desvantagens 
TLC - económico - separação pobre, exatidão 
insatisfatória e baixa sensibilidade;  
- envolve procedimentos longos, 
exigindo uma grande quantidade de 
solventes e reagentes 
HPLC  - bem estabelecido para as mais 
variadas matrizes de produtos 
alimentares; 
- autónomo;  
- sensível (baixos limites deteção) 
- exige laboratórios bem equipados, 
operadores qualificados, solventes 
nocivos e várias horas para concluir 
um ensaio [63]  
- necessita de passos de derivatização 
para aumentar a sensibilidade [55] 
ELISA - rápido e sensível 
- limites de deteção baixos 
(comparáveis aos do HPLC) 
- altamente específico, podendo 
prescindir da fase de purificação 
-alto rendimento de amostras a  
preços relativamente baixos 
- isoladamente é apenas válido como 
método de rastreio pois pode resultar 
em falsos positivos, havendo 
necessidade de confirmação dos 
duvidosos e/ou positivos 
UHPLC - mais rápido que o  HPLC  
- melhor resolução, sensibilidade, 
seletividade e especificidade que 
o HPLC [56] 
-autónomo 




- rápidos, portáteis e económicos - não permitem determinação das 
aflatoxinas totais numa só análise 
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3 – Ácidos Gordos e colesterol 
3.1 - Importância da análise das gorduras 
Todos os alimentos possuem naturalmente gorduras. As gorduras são essenciais para o 
normal funcionamento do organismo humano, fazendo parte da nossa constituição (com 
funções estruturais, como constituintes das membranas celulares, e como percursores ou 
componentes de substâncias bioativas, com atividade metabólica, como é o caso das vitaminas 
lipossolúveis - A, D, E e K). Por outro lado as gorduras constituem uma fonte de energia (9 kcal/g 
de gordura) [67]. A moderação do seu consumo é essencial para evitar os problemas inerentes 
à sua ingestão em excesso, sobretudo no que diz respeito às gorduras animais devido ao seu 
grau de saturação. O aumento do consumo de gordura saturada está associado ao aumento do 
risco de doenças cardiovasculares diabetes, doença da vesícula biliar e alguns tipos de cancro 
[68].  
Segundo a Sociedade Portuguesa de Ciências da Nutrição e Alimentação, conforme 
consta na tabela 3, em 2009 mais de 40% da população geral tinha excesso de peso e mais de 
10% era considerada obesa [69]. Inquéritos realizados em 2010 mostraram que mais de 34% das 
crianças dos 6 aos 8 tem excesso de peso entre os quais 15% são obesos [69]. Mais de 30% da 
nossa fonte de energia diária provém do consumo de gorduras [69] está acima dos valores 
recomendados pela Organização mundial de Saúde (OMS) que recomenda um consumo entre 
15% a 30% (dos quais menos de 10% sejam obtidas a partir das gorduras saturadas) [70]. Face a 
estes dados é fácil compreender a importância da análise dos lípidos presente nos produtos 
alimentares ingeridos no nosso quotidiano de modo a possibilitar um maior controlo da 
quantidade e grau de saturação das gorduras que ingerimos. 
 
Tabela 3 - Distribuição da população portuguesa por classes de Índice de Massa Corporal, por sexo e idade, 
em 2009 
 Baixo peso Peso Normal Pré-obesidade Obesidade 
Sexo F M F M F M F M 
 2.6 0.3 59.2 35.2 27.8 53.3 10.4 11.2 
Idade         
18-29 anos 7.8 1.0 77.1 60.0 13.8 35.7 1.3 3.3 
30-44 anos 0.8 0.2 67.1 32.1 26.8 58.2 5.3 9.5 
45-64 anos 1.6 0.0 49.0 23.1 33.6 59.6 15.8 17.3 
≥ 65 anos 0.0 0.0 44.0 19.9 37.0 64.9 19.0 15.2 
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3.2 - Classificação dos lípidos e ácidos gordos 
Os lípidos são uma classe de moléculas que inclui um número de subclasses, dos quais, 
os triglicéridos (composto por 3 ácidos gordos ligados ao esqueleto de glicerol), os ácidos gordos 
livres (não ligados a qualquer outra molécula), os esteróis (dos quais o colesterol), os 
fosfolípidos, entre outros grupos de compostos [71]. A classificação como lípido baseia-se na 
sua solubilidade em solventes orgânicos (apolares ou de baixa polaridade), como é o caso do 
tolueno, dioxano, éter de petróleo e do tetracloreto de carbono.  
Os lípidos também podem ser classificados como hidrolisáveis ou não-hidrolisáveis. Os 
primeiros, por clivagem hidrolítica, decompõem-se em duas ou mais moléculas simples, em 
presença de um ácido, de uma base ou de uma enzima digestiva. Todos os lípidos hidrolisáveis 
contêm, pelo menos, um grupo éster, sendo que alguns também contêm grupos amida, fosfato 
ou acetato. Os lípidos hidrolisáveis são constituídos pelos triacilgliceróis, ceras, 
glicerofosfolípidos e esfingolípidos e todos eles incluem na sua composição ácidos gordos. Os 
não-hidrolisáveis não sofrem clivagem hidrolítica. Este grupo inclui os esteróis, eicosanóis e 
vitaminas lipossolúveis. 
A forma mais abundante de ingestão dos ácidos gordos é sob a forma de triglicéridos. 
Depois de ingeridos, a digestão quebra estas ligações, libertando os ácidos gordos no organismo 
que são posteriormente absorvidos individualmente. Os ácidos gordos são derivados de 
hidrocarbonetos e compostos por um grupo carboxílico (-COOH) ligado a um radical alquilo de 
cadeia saturada ou insaturada. Os ácidos gordos podem ser classificados como insaturados ou 
saturados, dependendo da presença ou não de ligações duplas C-C, respetivamente. Assim, se 
um determinado ácido gordo apresentar uma ou mais ligações duplas, este será classificado 
como monoinsaturado ou polinsaturado, respetivamente [71]. 
 
3.2.1 Nomenclatura ácidos gordos 
Os ácidos gordos são classificados pelo número de átomos de carbono da sua cadeia 
alifática (o comprimento pode variar entre 2 e 36 carbonos) e pelo número, posição (a partir da 
extremidade metilo da cadeia alifática) e configuração das insaturações. A ligação dupla pode 
ter duas configurações: cis caso os átomos de hidrogénio anexados à ligação dupla estejam 
posicionados para o mesmo lado (a cadeia adquire um forma em V) ou trans se os átomos de 
hidrogénio anexados à ligação dupla estiverem posicionados em lados diferentes (a cadeia 
adquire uma forma "linear”. Os ácidos gordos saturados escrevem-se com o sufixo anóico e os 
insaturados com o sufixo enóico. 
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Os ácidos gordos apresentam-se frequentemente segundo a fórmula Cn1:n2n3 ou 
Cn1:n2ωn3, sendo n1 igual ao número de átomos de carbono da cadeia hidrogenocarbonada, 
n2 igual ao número de ligações duplas e n3 o número do átomo de carbono entre o grupo 
terminal metilo e a primeira ligação dupla. A configuração da ligação dupla pode ser incluída na 
fórmula incluindo um c ou um t, conforme a configuração seja cis ou trans, antes ou a seguir ao 
número do carbono onde está a insaturação. Como por exemplo, o ácido vacénico pode ser 
representado pela fórmula C18:1n11t. 
 
3.3 - Ácidos gordos relevantes e/ou essenciais 
3.3.1 - Ácidos gordos trans 
De acordo com a definição da FDA (U.S. Food and Drug Administation), os ácidos gordos 
trans são ácidos gordos insaturados que contêm uma ou mais ligações duplas isoladas (ou seja, 
não conjugadas) com uma configuração trans [71]. Os ácidos gordos trans são produzidos 
naturalmente ou por metabolismo microbiano em ruminantes (como é o caso do ácido vacénico, 
C18:1n11t, que é apenas encontrado na carne, no leite de ruminantes e nos seus derivados) ou 
fabricados através da hidrogenação de óleo vegetal. Os ácidos gordos trans melhoram o prazo 
de validade dos produtos alimentares e também podem melhorar a textura e o sabor dos 
alimentos, pelo que são bastante utilizados na indústria alimentar [72].  
 
3.3.1.1 - Ácido linoleico Conjugado (CLA) 
Um dos ácidos gordos naturais mais importantes dentro da categoria dos ácidos gordos 
trans é o ácido linoleico conjugado. O CLA corresponde a um conjunto de isómeros do ácido 
linoleico, tendo o mesmo comprimento da cadeia alifática deste (18 átomos de carbono), mas 
com ligações duplas conjugadas (separadas por apenas um carbono). De todos os 24 isómeros 
existentes, o ácido ruménico (c9, t11) é o predominante, correspondendo a pelo menos 60% do 
total de CLA da carne. As proporções dos isómeros são diferentes consoante o alimento.  
O CLA tem sido alvo de grande interesse por causa dos seus efeitos biológicos 
potencialmente benéficos. Estudos em animais demonstraram que o consumo de CLA inibe a 
iniciação da carcinogénese [73] e tumorigénese, reduz o teor de gordura corporal e aumenta a 
massa muscular, diminui a aterosclerose, melhora a hiperinsulinemia (excesso de insulina), 




Figura 4 - Estrutura química do Colesterol, C27H46O [108]. 
3.3.2 - Ómega 3, ómega 6 e ómega 9 
Os ácidos gordos classificados como ómega 3, ómega 6 e ómega 9 (ou seja que têm uma 
ligação dupla C-C no carbono 3, 6 e 9 a contar a partir da extremidade do grupo metilo da cadeia 
alifática) são classificados como ácidos gordos essenciais. Estes ácidos gordos e seus derivados 
desempenham funções fundamentais para o ótimo desenvolvimento do cérebro, da pele e de 
células sanguíneas (glóbulos vermelhos, leucócitos, etc.) [72], [76]. Os ácidos gordos 
nutricionalmente mais importantes da série ω3 são o ácido α-linolénico (C18:3) e os ácidos 
gordos eicosapentaenóico (C20:5) e docosahexaenóico (C22:6) (que podem ser sintetizados a 
partir do ácido α-linolénico) [77]. 
 
3.4 - Relação entre os ácidos gordos trans e o colesterol 
 
A composição dos ácidos gordos ingeridos na dieta alimentar é um dos principais fatores 
que afetam os níveis de colesterol no sangue [72]. Estudos epidemiológicos têm revelado a 
associação da ingestão de ácidos gordos trans com níveis elevados de colesterol plasmático total 
e de lipoproteína de baixa densidade (LDL), assim como com níveis mais baixos de lipoproteína 
de alta densidade (HDL) [67], [71], [78]. As lipoproteínas de alta e baixa densidade são moléculas 
transportadoras do colesterol de e para a célula. A lipoproteína HDL transporta o colesterol para 
o fígado, onde é eliminado, enquanto a LDL é a responsável pelo transporte do colesterol do 
fígado para as células. Assim, enquanto a HDL é protetora do sistema cardiovascular, a LDL faz 







O colesterol, cuja estrutura química está representada na figura 4, é um componente 
lipídico esteroide, encontrado em produtos de origem animal, e é essencial para a estrutura da 
membrana e função das células de mamíferos. É um substrato para a síntese de ácidos biliares, 
para a provitamina D3 e de várias hormonas esteroides (como por exemplo, os estrogénios). 
Embora seja essencial para os seres humanos é motivo de preocupação para a saúde pública, 
pois níveis elevados de colesterol no sangue (hipercolesterolemia) estão diretamente 
relacionados com o risco de desenvolvimento de várias doenças cardiovasculares, incluindo a 
hipertensão e o enfarte do miocárdio [79]. Segundo uma série de estudos que consistiam em 
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medir o colesterol total do sangue em pessoas na meia-idade, os participantes com níveis mais 
elevados de colesterol total tinham um maior predisposição para o desenvolvimento de 
demência em comparação com os participantes que tinham níveis normais ou baixos de 
colesterol [72].  
 O colesterol no organismo humano pode ter duas origens: endógena (produzido pelo 
próprio organismo) ou exógena (ingerido na dieta alimentar). Geralmente, a maior parte do 
colesterol no organismo humano é produzido endogenamente, mas cerca de 30 % é proveniente 
da dieta alimentar. Consequentemente, a ingestão de colesterol deve ser controlada tanto ao 
nível individual como populacional. Face ao exposto, há uma reconhecida necessidade de 
efetuar um controlo rigoroso  do teor de colesterol nos produtos alimentares.  
 
3.5 - Ácidos gordos nos alimentos 
Os ácidos gordos entram na nossa dieta alimentar tanto por ingestão de produtos 
alimentares de origem vegetal como animal. 
A maioria dos alimentos naturais têm diferentes composições em ácidos gordos, no 
entanto, a carne e os produtos lácteos têm uma maior composição em ácidos gordos saturados. 
A gordura do leite é uma gordura alimentar mais complexa e tem propriedades físicas e 
nutricionais únicas. Foi demonstrado que a gordura do leite contém cerca de 30 a 40 dos 
principais ácidos gordos e uma miríade de ácidos gordos menos frequentes, para um total de 
400 ácidos gordos [80]. Uma característica única da gordura do leite é a ocorrência de um ácido 
gordo trans em particular, o ácido vacénico (C18:1n11t) e isómeros do ácido linoleico conjugado 
(CLA, C18:2c9t11 e C18:2t10c12) [80]. O ácido vacénico é sintetizado no rúmen da vaca, sendo 
assim, também possível encontra-lo na sua carne [81].  
 As frutas e os legumes tendem a ter menor percentagem de ácidos gordos e a 
composição é predominantemente insaturada [72].  
Gorduras e óleos de origem animal, tais como manteiga e banha, são principalmente 
compostos por ácidos gordos saturados, sendo assim sólidos à temperatura ambiente. Pelo 
contrário, os óleos vegetais têm um alto teor de gorduras insaturadas, sendo desse modo 
líquidos à temperatura ambiente [78].  
Nos peixes, o teor de gordura total varia consoante a espécie, havendo peixes de 
elevado (> 8 %) e outros de baixo (2 a 4%) teor lipídico. Na generalidade, é visível uma 
predominância de ácidos gordos insaturados (cerca de 50%) em relação ao total da fração 
lipídica em todos os peixes, com maior concentração de monoinsaturados. Os peixes são ricos 
em ácidos gordos essenciais, mais especificamente em ácido linoleico (C18:2 cis ω6), ácido 
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linolénico (C18:3 ω3), ácido araquidónico (C20:4ω6), ácido eicosapentaenóico (20:5 ω3) e em 
ácido docosahexaenóico (C22:6ω3) [82]. 
 
3.6 - Legislação e rotulagem 
 
Devido ao impacto que a ingestão de ácidos gordos trans tem na saúde humana, a 
Organização para a Alimentação e Agricultura (FAO) e Organização Mundial da Saúde (OMS) 
recomendou, em 1994, que as gorduras para consumo humano devem conter menos de 4% de 
ácidos gordos trans em relação à percentagem de gordura total. A FDA decretou, a 1 de Janeiro 
de 2006, que os fabricantes são obrigados a rotular a gordura trans nas informações nutricionais 
do rótulo do produto [71], [72]. Com esta finalidade, a FDA e a Health Canada propuseram regras 
de rotulagem para produtos alimentares requerendo que a quantidade de gordura trans por 
porção seja indicada na secção da quantidade de gordura saturada por porção. Ou seja, os 
produtos que contêm “> 0,5 g” por porção teriam a nota asterisco, "* Inclui gordura trans" [78].  
Na Europa, a legislação dinamarquesa estabeleceu um limite para o teor dos lipídios 
trans ainda menor (<2% (w / w)) [78]. O Regulamento (UE) n.º 1169/2011, de 25 de Outubro de 
2011, aplicável a todos os géneros alimentícios destinados ao consumidor final (incluindo os que 
são fornecidos por estabelecimentos de restauração) declarou que a inclusão da declaração 
nutricional nos géneros alimentícios será obrigatória a partir do dia 13 de Dezembro de 2016. 
Nesses rótulos constará distintamente o valor dos lípidos e a porção destes de ácidos gordos 
saturados (+ trans). 
 
3.7 – Métodos de extração e análise de ácidos gordos 
A análise dos ácidos gordos em produtos alimentares baseia-se, frequentemente, em 4 
etapas: Extração com hidrólise ácida, básica ou enzimática, seguida de extração com solventes 
orgânicos, metilação dos ácidos gordos e finalmente, análise quantitativa ou qualitativa. 
 
3.7.1 - Extração com hidrólise ácida, básica ou enzimática 
A extração dos lípidos é realizada de diferentes formas dependendo das características 
da amostra. Alguns métodos de extração são à base de hidrólise ácida, alcalina ou enzimática 
antes da extração com solventes orgânicos pois alguns alimentos contêm lipídios complexados 
com carboidratos ou proteínas. Estas amostras requerem pré-tratamento com reagentes 
concentrados. O objetivo da hidrólise é a libertação dos lípidos complexados. A hidrólise ácida 
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com ácido clorídrico rompe as ligações lípido-carboidrato e hidrolisa as proteínas e o amido, 
quebrando as ligações químicas e liberando a gordura para facilitar a sua extração [83].  
A hidrólise ácida é usada na generalidade dos produtos alimentares, como cereais, pão, 
biscoitos, salgadinhos, maionese e carne [83].  
A hidrólise alcalina, com amoníaco, enfraquece a ligação lípido-proteína, destrói as 
micelas de caseína (proteína encontrada em leite fresco) e impede a formação de emulsões com 
a gordura. As amostras extraídas pelo método da hidrólise básica incluem produtos lácteos, 
como leite, natas, creme de queijo e leite condensado [83].  
 
3.7.2 - Extração líquido-liquido com solventes orgânicos 
Nos alimentos, a extração da gordura é tradicionalmente efetuada recorrendo a 
solventes orgânicos. Existem uma série de métodos validados para a extração de gordura 
através de solventes orgânicos em diferentes matrizes, tais como Weibull-Berntrop, R?̈?se-
Gottlieb, Mojonnier, Folch, Werner-Schmid, ou Bligh-Dyer, bem como adaptações destes [84]–
[86]. O método de Folch [87], publicado em 1957, e modificações deste foram largamente 
utilizados para a extração de gordura total antes de se requerer o conteúdo em ácidos gordos 
trans, devido às condições amenas requeridas, tanto em termos de temperatura como de 
pressão [78]. Apesar de terem sido feitas propostas para otimizar o procedimento de extração 
da fração lipídica, este ainda requer tempos de preparação longos e um passo de re-extração 
para assegurar o isolamento completo dos lípidos são necessários [78].  
A mistura de lipídios obtidos pela extração através de uma mistura de solventes como 
clorofórmio / metanol consiste numa variedade de classes de lipídios de polaridade diferentes: 
triglicerídeos, fosfolipídios, ácidos gordos livres, esteróis livres, etc [67]. Utilizando éter dietilico 
e/ou éter de petróleo são apenas extraídos lípidos não-polares [67]. 
 
3.7.3 - Outros métodos de extração 
Para além do processo de extração líquido-líquido, é igualmente possível utilizar fluídos 
supercríticos como método de extração (SFE) [88], assim como líquidos pressurizados (PLE), 
extração por extração Soxhlet ou Soxhlet assistido por micro-ondas (FMASE) ou extração 
assistida por ultrassons (USE) ou ainda extração dinâmica assistida por ultrassons (DUAE) [89] 
para a extração de ácidos gordos. As técnicas de extração em fase sólida (SPE) e microextração 
em fase sólida (SPME) também são utilizadas sabendo que só podem ser feitas a partir de 





3.7.3.1 - Extração com líquidos pressurizados (PLE)      
A extração com líquidos pressurizados funciona a altas pressões e temperaturas acima 
do ponto de ebulição do solvente orgânico. O uso da temperatura elevada aumenta a 
capacidade do solvente para solubilizar o analito e diminui a sua viscosidade, permitindo uma 
melhor penetração do solvente no interior da matriz. O uso da elevada pressão facilita a 
extração dos analitos das amostras, pois melhora a acessibilidade do solvente aos analitos, que 
estão aprisionados na matriz.  
Apesar deste método ser mais eficaz e mais seletivo alterando parâmetros como 
temperatura, o tempo, e os ciclos de solvente (diminuindo significativamente o tempo total de 
tratamento da amostra), implica a utilização de sistemas fechados adequados para 
temperaturas e pressões elevadas [90].  
 
3.7.3.2 - Extração por Soxhlet ou Soxhlet assistido por microondas (FMASE)  
O extrator de Soxhlet é uma forma de extração continua utilizando um solvente quente. 
Consiste basicamente num reservatório de vidro que fica entre um balão na parte inferior e um 
condensador no topo. Dentro do reservatório é colocado o material sólido envolto em papel de 
filtro na forma de um pequeno cartucho. No balão fica o solvente escolhido e no condensador 
há fluxo de água. O balão é aquecido com uma manta elétrica de modo que o solvente entre em 
ebulição. O vapor condensa e goteja sobre o cartucho, solubilizando a substância a ser extraída. 
O aparelho de Soxhlet possui um sifão que permite o refluxo contínuo do solvente. Quando o 
reservatório enche e atinge a altura do sifão, este transborda levando o solvente e o extrato 
para o balão [91]. 
A eficiência do método depende de um grande conjunto de fatores: Natureza do 
material a ser extraído; Natureza e polaridade do solvente; Ligação dos lípidos com outros 
componentes; Circulação do solvente através da amostra; Tamanho das partículas; Humidade 
da amostra; Velocidade de refluxo; Quantidade relativa de solvente [91]. 
 A extração por Soxhlet [90] tem uma série de vantagens como a renovação do solvente 
que entra em contacto com a amostra durante toda a etapa de extração, não haver nenhuma 
etapa de filtração e a manipulação ser simples. Mas tem como inconveniente um longo tempo 
de extração (16-24 h), liberta largos volumes de solventes orgânicos para a atmosfera e requer 
altas temperaturas que podem levar a alterações na composição do extrato, mais 
especificamente a configuração cis/trans dos ácidos gordos. 
A FMASE [78] opera de forma semelhante ao Soxhlet convencional, mas contorna os 
principais inconvenientes deste, em especial, os longos tempos de extração, a emissão de 
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solventes orgânicos para a atmosfera e a baixa eficiência de extração de compostos fortemente 
ligados à matriz de amostra. 
 
3.7.3.3 - Extração em fase sólida (SPE) e microextração em fase sólida (SPME)  
A SPE [92], como já foi descrito acima, proporciona a limpeza, recuperação e 
concentração da amostra necessária para uma análise quantitativa precisa. A SPME [93] é uma 
tecnologia rápida, com manipulação mínima da amostra, livre de solventes, económica e 
versátil. A SPME é efetuada utilizando uma fibra revestida com um líquido (polímero), um sólido 
(adsorvente), ou uma combinação de ambos. O revestimento de fibra permite remover os 
compostos da amostra por absorção no caso de revestimentos líquidos, ou adsorção no caso 
dos revestimentos sólidos. A fibra SPME é inserida diretamente no cromatógrafo gasoso para a 
dessorção e análise [93]. 
 
3.7.4 - Metilação dos ácidos gordos 
Depois de extraídos, os lípidos obtidos são então convertidos em ésteres metílicos de 
ácidos gordos (FAMEs) para análise por GC.  
 
Figura 5 – Conversão de ácidos gordos em esteres metílicos de ácidos gordos (FAMEs). 
 
Existem vários métodos de metilação [94], os mais comuns são: catalisados por um ácido 
ou uma base (como o hidróxido de sódio, como se pode observar na figura 5) [71], com 
trifluoreto de boro [95], com diazometano através de uma sililação, entre outros. O primeiro é 
o mais adequado porque utiliza reagentes menos agressivos [67].  
  
3.7.5 - Análise quantitativa ou qualitativa de ácidos gordos 
A cromatografia gasosa (GC) e a espectroscopia infravermelha (IR) são os dois métodos 
mais comuns utilizados para identificar e / ou quantificar o total de ácidos gordos em alimentos 
e suplementos dietéticos para fins regulatórios [94]. 
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Nos últimos anos têm sido publicados uma série de procedimentos de espectroscopia 
de infravermelho (FTIR, NIR ou IR) para quantificação de ácidos gordos, especialmente o teor de 
ácidos gordos trans, e vários métodos oficiais foram validados através de estudos colaborativos 
interlaboratoriais internacionais [76], [96]–[98].   
A utilização de um sistema de cromatografia gasosa (GC) permite obter um menor limite 
de quantificação e proporciona um nível mais elevado de informação, permitindo quantificar 
cada composto individualmente. No entanto, esta técnica requer analitos voláteis, tornando-se 
assim necessária a fase de derivatização, transformando os ácidos gordos na sua forma de 
esteres metílicos.   
 O GC-FID é a técnica mais utilizada para a determinação do perfil de ácidos gordos [82], 
[99], [100]. O GC-MS [78], [101] é utilizada sobretudo para a análise de ácidos gordos vestigiais, 
especialmente quando não há padrões disponíveis para a identificação dos ácidos gordos [67]. 
 
3.7.6 - Método oficial 
O método oficial recomendado pela Associação Oficial de Químicos Analíticos (AOAC) 
(método oficial 996,06 – “Fat (Total, Saturated and Unsaturated) in Foods, Hydrolytic Extraction 
Gas Chromatographic Method” [95]) recorre à hidrólise ácida ou básica nos alimentos, seguido 
do método Mojonnier para a extração líquido-líquido. A análise do perfil lipídico é efetuada por 
GC / GC-MS após a conversão das gorduras em ésteres metílicos de ácidos gordos (FAME). 
 
3.8 – Métodos de extração e análise de colesterol em produtos alimentares 
Devido à importância biológica da molécula de colesterol, nomeadamente a sua relação 
com aparecimento de doenças cardiovasculares (que são um dos principais fatores de morte em 
todo o mundo, sendo responsáveis por cerca de 40% dos óbitos em Portugal [102]), a 
investigação científica está mais focada no desenvolvimento de métodos de quantificação de 
colesterol em amostras biológicas. Assim, existem vários métodos para a quantificação de 
colesterol mas muito poucos são indicados para produtos alimentares.  
O método de referência para análise do colesterol em alimentos, utilizado neste 
trabalho, baseia-se na saponificação da fração lipídica extraída das amostras, seguida da 
extração da fração insaponificável e posterior isolamento dos esteróis por cromatografia em 
camada fina. Por fim, o colesterol é quantificado por cromatografia gasosa com detetor de 





























4 - Quantificação de aflatoxinas em produtos alimentares por 
HPLC 
4.1 - Parte experimental 
O método utilizado é uma adaptação da norma EN 12955 [104] e envolveu a extração 
das aflatoxinas através de uma mistura de metanol:água, uma fase de purificação através de 
colunas de imunoafinidade e finalmente as aflatoxinas foram quantificadas por HPLC com 
detetor de fluorescência e derivatização pós-coluna com Iodo. 
 
4.1.1- Equipamento e material 
Para a quantificação das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2, para além do material de laboratório 
utilizado frequentemente, foram usados os equipamentos e materiais enumerados na tabela 4. 
Todo o material de vidro utilizado ao longo deste procedimento experimental é âmbar e, a fim 
de evitar perda de aflatoxinas, é todo sujeito a lavagem com a solução de ácido sulfúrico 2M 
durante algumas horas, sendo depois passado por água para remover os vestígios do ácido.  
 
Tabela 4 - Descrição dos materiais e equipamentos específicos utilizados na determinação do teor de ácidos 
gordos das amostras 
Sistema cromatógrafico  Equipamento de bancada 
Cromatógrafo Agilent Technologies 1200 Series  Balança analítica 
Bomba HPLC  Espectrofotómetro com células 
de quartzo Sistema de derivatização pós-coluna constituído por uma 
segunda bomba não peristáltica, uma peça em T, um tubo 
em PTFE de 3000 mm de comprimento e 0,5 mm de 
diâmetro interno e um banho de água regulado a 70ºC. 
 
 
Homogeneizador com copo de 
aço inox 
 Colunas imunoafinidade 
Coluna analítica tipo C18 Spherisorb ODS-2 , da MZ-
Analysentechnik GmbH (250 x 4,6mm e 5 µm).  
AflaTest WB da Vicam® 
Detetor de fluorescência com um λ de excitação de 365 nm 
e um λ de emissão de 435 nm.   
Suporte de colunas de 
imunoafinidade 
Fase móvel  Reservatório de vidro para coluna 
de imunoafinidade, com 
capacidade para 10 mL 
Mistura composta por água:acetonitriolo:metanol (3:1:1, 




Material vidro  Corrente de nitrogénio 






4.1.2 – Reagentes 
No desenvolvimento deste procedimento experimental, foram utilizados os solventes, 
reagentes e padrões definidos na tabela 5. Todos os reagentes são de qualidade analítica e a 
água é desionizada. 
Tabela 5 – Descrição dos solventes, padrões e reagentes utilizados na quantificação de aflatoxinas. 
Solventes  Reagente derivatização 
Mistura água:metanol (30:70, V/V)  Iodo cristalino (100 mg dissolvidos em 2mL de 
metanol por sua vez dissolvidos em 200 mL de água 
e agitado durante 2h. Após 24h, ao abrigo da luz, a 
solução é novamente agitada durante 1h e filtrada 




Mistura tolueno:acetonitrilo (98:2, 
V/V) 
 Padrões 
 Padrões das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2. 
Mistura água:metanol (50:50, V/V)  Outros reagentes 
Ácido sulfúrico 2M  Cloreto de sódio 
 
4.1.3 - Procedimentos 
4.1.3.1 – Preparação das amostras 
Foi pesada cerca de 25 g de cada amostra (10 g no caso do material de referência) e 
registada a massa, à qual foi adicionado cerca de 5g de cloreto de sódio. A extração foi realizada 
homogeneizando a amostra com uma mistura de água:metanol (30:70), durante 3 minutos. 
Após filtrada por um papel de filtro pregueado, ter-lhe sido adicionada água desionizada e 
voltada a filtrar por papel de fibra de vidro, a amostra foi purificada através de colunas de 
imunoafinidade Aflatest WB da Vicam®. O esquema de montagem das colunas de 
imunoafinidade no seu suporte está demonstrado na figura 6.  
 
Figura 6 – Sistema de montagem das colunas de imunoafinidade e reservatórios de vidro no seu suporte. 
 Após a passagem de 10 mL da amostra pela coluna, esta foi lavada com água 
desionizada. As aflatoxinas foram seguidamente eluídas com metanol e, posteriormente, com 




4.1.3.2 – Processo de calibração 
A calibração nos ensaios de quantificação de aflatoxinas foi realizada através da 
construção de curvas de calibração com 8 pontos, cujas concentrações estão especificadas no 
anexo I. 
Os padrões foram preparados, ao abrigo da luz, a partir de uma solução padrão mãe, 
esta por sua vez, preparada a partir de 4 soluções padrão individuais de aflatoxinas B1, B2, G1 e 
G2. As soluções padrão individuais das aflatoxinas B1 e G1 foram preparadas dissolvendo 1mg de 
padrão em 100 mL da mistura tolueno:acetonitrilo (98:2, V/V) e as das aflatoxinas B2 e G2 
dissolvendo 1mg de padrão em 50 mL da mesma mistura, tendo assim concentrações de 10 e 
20 µg/mL, respetivamente. A concentração exata de cada solução inicial (CSI) foi determinada 
por espetrofotometria através da equação 1:  
𝐶𝑆𝐼 =
?̅?𝑚á𝑥 × 𝑀 × 100
𝜀 × 𝑑
         (1) 
Sendo: ?̅?máx - a absorção média, medida entre 330 e 370 nm, determinada a partir das 
valores de absorção máxima de três curvas de absorção; M - a  massa molecular relativa de cada 
aflatoxina, em g/mol (312, 314, 328 e 330 para as aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 respetivamente); ɛ 
- a absortividade molar de cada aflatoxina em tolueno:acetonitrilo, em m2/mol (1930, 2040, 
1660 e 1790 para as aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 respetivamente); d – o trajeto óptico da célula (1 
cm). 
A solução padrão mãe foi preparada pipetando 1 mL, 300 µL, 1200µL e 450 µL da solução 
de padrão individual das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2, respetivamente, para um balão âmbar de 
25mL, perfeito com tolueno:acetonitrilo (98:2, V/V). Obtendo concentrações de 401,8 ng/ml de 
aflatoxina B1, 243,8 ng/ml de aflatoxina B2, 480,9 ng/ml de aflatoxina G1 e 360,6 ng/ml de 
aflatoxina G2. Esta solução é estável quando armazenada em condições de refrigeração.  
As soluções de calibração da mistura das aflatoxinas foram preparadas retirando 
respetivamente 30, 40, 50, 100, 150, 200, 300 e 400 µL da solução padrão mãe para uma série 
de 8 balões volumétricos âmbar de 100 mL. As soluções foram então evaporadas à secura com 
a corrente de azoto e o volume foi seguidamente completado com a mistura metanol:água 
(50:50, V/V). 
 
4.1.3.3 - Análise das amostras 
As amostras foram sempre injetadas no sistema cromatográfico, segundo as condições 
cromatográficas descritas na tabela 6, pela seguinte ordem: Mistura de padrões      Material de 
referência      5 Amostras      1 padrão       5 Amostras      1 padrão, e assim sucessivamente. 
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O sistema de derivatização pós-coluna foi montado da seguinte forma: A saída da coluna 
analítica foi ligada a um braço da peça em T, utilizando um pequeno tudo com um diâmetro 
interno de 0,25 mm; O segundo braço em T foi conectado ao orifício de saída da segunda bomba 
não peristáltica que debita o reagente de derivatização pós coluna; E o terceiro braço da peça 
em T foi ligado ao tubo de PTFE, cuja outra extremidade do tubo está ligada ao detetor. 
Mantendo o tubo da reação sempre a 70ºC. 
 
Tabela 6 - Descrição das condições cromatográficas para a quantificação das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 por 
cromatografia líquida de alta eficiência 
Condições cromatográficas 
Cromatógrafo Cromatógrafo Agilent Technologies 1200 Series 
Coluna analítica C18 Spherisorb ODS-2 (250 x 4,6mm e 5 µm). 
Detetor Detetor de fluorescência com um λ de excitação de 365 
nm e um λ de emissão de 435 nm. 
Fase móvel água:acetonitriolo:metanol (3:1:1, V/V/V) 
Fluxo fase móvel 1,2 mL/min 
Reagente de derivatização  Iodo, derivatização pós-coluna. 
Fluxo reagente de derivatização 0,4 mL/min 
Volume de injeção 500 μL 
Loop 300 μL 
Tempo análise 20 minutos 
 
4.1.3.4 - Tratamento dos resultados 
A análise qualitativa é realizada através da identificação de cada pico das aflatoxinas por 
comparação dos seus tempos de retenção com os dos padrões de referência. A separação dos 
picos, nas condições cromatográficas utilizadas, faz-se pela seguinte ordem: G2, G1, B2 e B1 com 
tempos de retenção de aproximadamente 6, 8, 9 e 11 minutos, respetivamente.  
 
A análise quantitativa é realizada calculando o teor de cada uma das aflatoxinas (C), em 




             (2) 





4.1.3.5 - Limiares analíticos e validação dos resultados 
O limite de deteção (LDD) e de quantificação (LDQ) de cada aflatoxina foi determinado 








              (4) 
 




                 (5) 
Onde yk é a área do pico obtida para o padrão k, 𝑦?̂?  o valor da área do pico do padrão k 
calculado através da equação da curva de calibração e n é o número de pontos com que a curva 
de calibração foi construída. 
A qualidade da curva de calibração é verificada calculando o seu coeficiente de variação 
(CVm), que para validar a qualidade da curva deverá estar abaixo dos 10%. Desvio padrão do 








× 100              (7) 
O controlo da qualidade dos resultados é realizado através da análise de um material de 
referência que serve como amostra de controlo a cada série de resultados. O material de 
referência para a quantificação das aflatoxinas corresponde a uma amostra de pistácios (FAPAS 
T04215). O seu resultado é validado quando as concentrações das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 
estão compreendidas entre os limites inferiores e superiores das suas cartas de controlo 
(contruídas com 20 réplicas). Estes limites estão apresentados na tabela 7. 
Tabela 7 – Apresentação dos limites para o qual o material de referência para a quantificação das 
aflatoxinas (FAPAS T04215) se encontra “sob controlo”.  
Aflatoxina Limite Inferior (µg/kg) Limite Superior (µg/kg) 
B1 4,59 11,80 
B2 1,80 4,63 
G1 3,92 5,94 





4.2 - Resultados e discussão  
4.2.1 - Curvas de calibração 
Apesar de todas as curvas serem construídas com os mesmos padrões, cujas 
concentrações estão especificadas no anexo X, é realizada uma reta de calibração para cada 
aflatoxina. É construído um conjunto de retas de calibração para cada série de análises 
realizadas, na figura 7 estão representadas as curvas de calibração das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 
para a série de resultados a que chamo “série 2” pois as amostras analisadas no tópico 3.2.2 
resultam de duas séries de resultados preparados e analisados em dias diferentes. As curvas de 
calibração construídas para a série de resultados 1 estão representadas no anexo II. 
 
 
Figura 7 – Conjunto das curvas de calibração para as aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 da série de resultados 2 e 
respetivas equações da curva. Estas retas foram construídas com 7 pontos, retirando o ponto correspondente ao 
padrão afla 7 de concentrações iguais a 1,2054; 0,7314; 1,4427 e 1,0818 µg/mL para as aflatoxinas B1, B2, G1 e G2, 
respetivamente. A área dos picos é expressa em unidades de luminescência (LU). As incertezas do declive (sb) e da 
ordenada na origem (sa) de cada reta foi calculada a partir das equações seguintes: sb = (sy/x)/ (∑(xk-?̅?)2)1/2 e sa = sy/x x 
(∑xk2/(n∑(xk-?̅?)2)1/2, onde sy/x é calculado segundo a equação 5, xk é a concentração do padrão k, ?̅? é o valor da média 
das concentrações dos padrões e n é o número de pontos com que a curva de calibração foi construída.  
A correlação das equações de todas as retas foi superior a 0,995, demonstrando que as 
retas são lineares. O desvio padrão do método (sm) calculado a partir da equação 6, foi igual a 
0,028, 0,007, 0,041 e 0,024 µg/mL para as curvas das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2, respetivamente. 
O coeficiente de variação do método (CVm), também apelidado de desvio padrão relativo (RSD), 
determinado através da equação 7, foi igual a 4,98, 2,20, 6,12 e 4,74 % para as aflatoxinas B1, 
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B2, G1 e G2, respetivamente. A qualidade das curvas de calibração é considerada valida pelo seu 
coeficiente de variação estar, em todos os casos, abaixo dos 10%. 
 
4.2.2 - Análise das aflatoxinas 
O teor de aflatoxinas foi analisado em três amostras diferentes, no material de 
referência, numa amostra de miolo de amêndoa e noutra de grainha de uva. As amostras de 
grainha de uva e de miolo de amêndoa foram quantificadas em séries de resultados diferentes 
de dias diferentes, assim, é o material de referência é apresentado duas vezes, uma por cada 
série de resultados. 
 
Figura 8 – Cromatograma obtido da injeção do material de referência na série de resultados 2, com os picos 
e respetivos tempos de retenção devidamente identificados. 
O método foi considerado estar “sob controlo” pois todas as aflatoxinas do material de 
referência (FAPAS T04215), tanto na análise da série de resultados 1 como da série 2 
(cromatograma apresentado na figura 8), demonstraram estar entre os valores dos limites da 
sua carta de controlo, conforme se pode confirmar na tabela 8. 
Tabela 8 – Resultados dos ensaios do material de referência da série 1 e 2 e a sua comparação com os seus 
limites de validação. Os valores da série 1 foram obtidos através da equação 1, sabendo que a massa da toma da 
amostra foi de 8,764 g e as concentrações das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 são, respetivamente, 1,25, 0,46, 0,67 e 0,28 
ng/mL. Os valores da série 2 foram obtidos através da equação 1, sabendo que a massa da toma da amostra foi de 






Valor obtido na 
série 1 (µg/kg) 
Valor obtido na 
série 2 (µg/kg) 
B1 4,59 11,80 10,7 8,6 
B2 1,80 4,63 3,90 3,00 
G1 3,92 5,94 5,7 4,6 





Figura 9 – Cromatograma obtido da injeção da amostra de miolo de amêndoa na série de resultados 2, com 
os picos e respetivos tempos de retenção devidamente identificados.  
A amostra de miolo de amêndoa, quantificado a partir das curvas de calibração da série 
2, obteve um teor de aflatoxinas B1 igual a 0,1 µg/kg e um teor de aflatoxinas G1 igual a 0,2 
µg/kg, não detetando presença de aflatoxinas B2 ou G2. Tanto o teor de aflatoxinas B1 como o 
valor da soma das aflatoxinas totais está bastante abaixo dos valores legislados para uma 
amostra de amêndoa, ou seja, 8 e 10 mg/kg para aflatoxinas B1 e totais, respetivamente. O 
cromatograma resultante da análise da amostra do miolo de amêndoa está ilustrado na figura 
9. 
A análise da amostra da grainha de uva, da série de resultados 1, demonstrou não ter 
um teor de qualquer aflatoxina quantificável.  
 
4.3 – Conclusões 
Através dos dados calculados a partir das curvas de calibração, podemos afirmar que 
este procedimento experimentar permite-nos quantificar o teor de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 
com um desvio relativo inferior a 6,2%. E confirmou-se que o método estava “sob controlo”, em 
ambas as séries de resultados, através das análises do material de referência. 
A amostra de miolo de amêndoa demonstrou ter apenas quantidades vestigiais de 
aflatoxinas B1 e G1, 0,1 e 0,2 µg/kg, respetivamente. E a amostra de grainha de uva mostrou não 
estar contaminada por nenhuma das quatro aflatoxinas. Estes resultados são positivos do ponto 
de vista da segurança alimentar, visto que estas amostras são parte representativa de produtos 
alimentares comercializados.   
Estes resultados são congruentes com os estudos realizados sobre a distribuição 
mundial das contaminações por aflatoxinas [15], [105], sendo que ambas as amostras analisadas 




5 -  Quantificação de ácidos gordos por cromatografia gasosa 
com detetor de chama 
5.1 - Parte experimental 
A metodologia seguida para extrair e quantificar o teor de ácidos gordos das amostras 
foi baseada no método AOAC 996.06 - Fat (Total, Saturated and Unsaturated) in Foods, 
Hydrolytic Extraction Gas Chromatographic Method. 
 
5.1.1 - Equipamento e material 
Para além do material de laboratório de uso corrente, foram utilizados os equipamentos 
e materiais enumerados na tabela 9.  
 
Tabela 9 - Descrição dos materiais e equipamentos específicos utilizados na determinação do teor de ácidos 
gordos das amostras. 
Cromatógrafo  Coluna capilar 
Agilent Technologies 7820A Network GC System  Supelco SP-2560 (100m*0,25mm, 0,20µm) 
Equipamento de bancada  Material vidro 
Banho termostatizado com agitação (Julabo SW 22)  Frascos de Pirex de 100 mL com rolha 
Tubos de vidro de 20 mL com rolha 
Evaporador rotativo, com banho de água e unidade 
de vácuo (Büchi Rotavapor R-210, banho: Büchi 
Heating Bath B-490); 
 Balões redondos de fundo plano de 100 mL  
Gases 
Nitrogénio 
Balança analítica   
Banho de ultra-sons (Selecta)   
Vórtex   
 
 
5.1.2 – Reagentes 
Os solventes, reagentes e padrões utilizados neste procedimento experimental 





Tabela 10 – Descrição dos solventes, padrões e reagentes utilizados na determinação do teor de ácidos 
gordos. 
Solventes  Reagente derivatização 
Ácido clorídrico a 35%  Trifluoreto de boro (7%, em metanol) 
Etanol a 96%  Padrões 
Éter dietílico  Éster metílico do ácido trans-11-vacénico: Sigma-Aldrich (46905-
U) Éter de petróleo 
Amoníaco a 25%  Mistura de ésteres metílicos de ácidos gordos: Supelco C37 
FAME Mix (47885-U); Supelco C18 PUFA Nº1 (47033) e Supelco 
C19 PUFA Nº3 (47085-U) 
Clorofórmio 
Tolueno 
Metanol   Tritridecanoato de glicerilo 99% (Triglicérido C13:0) (Sigma 




  Outros reagentes 
  Pirogalol (1,2,3-benzenotriol) 
  Sulfato de sódio anidro 
 
5.1.3 – Procedimentos 
5.1.3.1 - Preparação das amostras 
Todas as amostras começam por ser devidamente trituradas até se obter uma mistura 
homogénea. Em seguida, é pesada uma determinada massa de amostra que varia de amostra 
para amostra consoante a sua percentagem em matéria gorda, conforme está descrito na tabela 
11. 
Tabela 11 - Massa de amostra a pesar consoante o seu teor de matéria gorda. 







À massa pesada, adicionam-se aproximadamente 100 mg de pirogalol e 2 mL de solução 
de padrão interno (C13:0).  
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Como foi referido na introdução, os reagentes da hidrólise variam consoante as 
características da nossa amostra. A generalidade dos alimentos são sujeitos a hidrólise ácida 
com ácido clorídrico a 25%. Leites líquidos ou em pó são hidrolisados com amoníaco a 25%. 
Queijos, iogurtes e alimentos infantis à base de leite são hidrolisados com amoníaco a 25%, e 
etanol a 96% e, posteriormente, ácido clorídrico a 35%.  
De seguida, as amostras são misturadas no vórtex até à dispersão total da matriz e 
introduzidas num banho termostatizado, com agitação automática, durante 1 hora a 75±5 ºC, 
sendo agitadas manualmente em intervalos regulares (a etapa da introdução do ácido clorídrico 
a 35% nas amostras de queijos é realizada aos 30 minutos). As amostras são então deixadas 
arrefecer até à temperatura ambiente e é-lhes adicionado depois o etanol a 96 %. 
A extração da fração lipídica das amostras é efetuada através de dois ciclos de extração 
com éter dietílico e éter de petróleo. Após cada separação de fases, a fase superior (fase etérea) 
é decantada para um balão de fundo plano e evaporada à secura no evaporador rotativo (que 
não deve exceder os 45ºC).  
A matéria gorda é em seguida solubilizada com clorofórmio e éter dietílico (utilizando o 
ultrassons quando necessário). Uma parte da mistura é transferida para um tubo de 20 mL e 
evaporado à secura em corrente de nitrogénio, de forma a assegurar que o resíduo está 
completamente seco (verificando a não existência de restos de água). 
A fase da formação dos ésteres metílicos dos ácidos gordos é levada a cabo adicionando 
trifluoreto de boro a 7% e tolueno à matéria gorda extraída, e levando a mistura ao banho de 
ultrassons. Posteriormente, as amostras são deixadas 1 hora num banho termostatizado a 
100±5 ºC, agitando as amostras a cada 10 minutos. Terminado o tempo, deixa-se arrefecer até 
à temperatura ambiente e adiciona-se água desionizada, hexano e sulfato de sódio anidro às 
amostras. Agita-se a mistura e deixa-se repousar até que a fase superior fique límpida. 
Transfere-se a fase superior para um vial de 2 mL e conservam-se no frigorífico até ao momento 
da injeção no sistema cromatográfico. 
 
5.1.3.2 - Análise das amostras 
As amostras foram sempre injetadas no sistema cromatográfico, segundo as condições 
cromatográficas descritas na tabela 12, pela seguinte ordem: n-Hexano      Mistura de padrões 





Tabela 12 - Descrição das condições cromatográficas para a análise do teor de ácidos gordos por 
cromatografia gasosa. 
Condições cromatográficas 
Cromatógrafo Agilent Technologies 7820A Network GC System 
Coluna capilar SUPELCO SP-2560 (100 m x 0,25 mm ID, 0,2 μm) 
Detetor FID a 285⁰C 




Figura 10 - Descrição do programa de temperaturas a que o forno 
foi sujeito durante cada análise. 100 ⁰C (0 min); rampa 2 ⁰C/min até 204 ⁰C 
(15 min); 3⁰C/min até 214 ⁰C (10min); 3 ⁰C/min até 240 ⁰C (16 min). 
Modo de trabalho Pressão constante 
Gás de arraste Hélio 
Volume de injeção 0,6 μL 
Tempo de análise 105 minutos 
Solução de limpeza n-Hexano 
 
5.1.3.3 – Processo de calibração 
O teor de ácidos gordos foi quantificado utilizando o método do padrão interno. O 
tritridecanoato de glicerilo foi escolhido como padrão interno por ser quimicamente similar aos 
analitos, i.e. ser um triglicérido, por não estar naturalmente presente nas amostras (por ser uma 
substância sintética) e pelo tempo de retenção do pico do seu FAME não se sobrepor a nenhum 
outro.  
A identificação dos picos obtidos nas amostras foi possível através da comparação dos 
seus tempos de retenção com os obtidos através da injeção das várias misturas de padrões de 
ésteres metílicos de ácidos gordos presentes nas misturas C37 FAME Mix, C18 PUFA nº1 e C19 
PUFA nº3 e o éster metílico do ácido vacénico. Obtendo assim os 37 FAMEs da solução C37 FAME 
Mix, o éster metílico do ácido vacénico e outros 11 ésteres metílicos diferentes, nomeadamente: 
C16:2n4c; C16:3n4c; C16:4n1c; C18:1n7c; C18:3n4c; C18:4n3c; C20:1n7c; C20:1n11c e C22:5n3c 

















Programa de temperaturas do forno
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os tempos de retenção de cada FAME, tal como calcular os seus fatores de resposta relativos 
(que correspondem à relação entre a área dos picos do ácido gordo e do padrão interno). Estes 
fatores de resposta permitem, seguidamente, calcular a percentagem de ácidos gordos 
saturados, monoinsaturados e polinsaturados e de matéria gorda presente na amostra.  
A figura 11 apresenta o cromatograma obtido na injeção da mistura C37 FAME Mix. Na 
tabela 13 estão identificados todos os picos, os seus tempos de retenção e transcritas as áreas 
obtidas (em percentagem), que no caso da mistura também correspondem à percentagem 
corrigida (somatório igual a 100%). Com os dados fornecidos pelo certificado de análise da 
mistura C37 FAME Mix, relativo às suas percentagens em massa, é possível calcular a relação 
entre a percentagem da área corrigida e a respetiva percentagem em massa da mistura (Ki). A 
partir desta relação são calculados os fatores de resposta de cada ácido gordo tendo como 
referência o FAME C13:0. Estes cálculos estão apresentados no anexo III.  
 
 
Figura 11 – Cromatograma resultante da injeção da mistura C37 FAME Mix, usando as condições 
cromatográficas especificadas na seção 5.1.3.3. 
 
Tabela 13 - Resultado de uma injeção da mistura 37 FAME Mix. Nesta estão identificados todos os picos, 
respetivos tempos de retenção e áreas. É igualmente especificado a percentagem em massa na mistura, a partir das 
quais foi calculado o Ki (razão da percentagem da área corrigida pela respetiva percentagem em massa da mistura) 













Fórmula Q. Designação Classificação 
C04:0 Butirico Saturado 2,3280    18,562    4,0000    0,5820    0,5828    
C06:0 n-Hexanóico Saturado 2,8492    21,019    4,0000    0,7123    0,7133    
C08:0 n-Octanóico Saturado 3,2409    25,336    4,0000    0,8102    0,8114    
C10:0 n-Decanóico Saturado 3,6233    31,707    4,0000    0,9058    0,9071    
C11:0 n-Undecanóico Saturado 1,8486    35,471    2,0000    0,9243    0,9257    













Fórmula Q. Designação Classificação 
C13:0 Tridecanoato de 
glicerilo 
Saturado 1,9971    43,447    2,0000    0,9986    1,0000    
C14:0 Mirístico Saturado 4,1878    47,480    4,0000    1,0470    1,0485    
C14:1n5c Miristoleico Monoinsaturado 2,0547    50,847    2,0000    1,0273    1,0288    
C15:0 n-Pentadecanóico Saturado 2,1227    51,485    2,0000    1,0613    1,0629    
C15:1n5c Pentadecenóico Monoinsaturado 2,0746    54,922    2,0000    1,0373    1,0388    
C16:0 Palmitico Saturado 6,5404    55,525  6,0000    1,0901    1,0916    
C16:1n7c Palmitoleico Monoinsaturado 2,0725    58,448 2,0000    1,0363    1,0378    
C17:0 n-Heptadecanóico Saturado 2,1858    59,537 2,0000    1,0929    1,0945    
C17:1n7c Heptadecenóico Monoinsaturado 2,2020    62,492    2,0000    1,1010    1,1026    
C18:0 Esteárico Saturado 4,4568    63,575 4,0000    1,1142    1,1158    
C18:1n9t Elaídico Monoinsaturado trans 2,1370    65,453    2,0000    1,0685    1,0700    
C18:1n9c Oleico Monoinsaturado ω9 4,4603    66,307    4,0000    1,1151    1,1167    
C18:2n6t Linolelaidico Polinsaturado trans 2,1169    68,538    2,0000    1,0585    1,0600    
C18:2n6c Linoleico Polinsaturado ω6 2,2099    70,448 2,0000    1,1049    1,1065    
C20:0 Araquidico Saturado  4,4323    72,038    4,0000    1,1081    1,1097    
C18:3n6c γ-Linolénico Polinsaturado ω6 2,1393    73,845    2,0000    1,0696    1,0712    
C20:1n9c Eicosenóico Monoinsaturado ω9 2,2099    75,150    2,0000    1,1049    1,1065    
C18:3n3c α-Linolénico Polinsaturado ω3 2,1293    75,831    2,0000    1,0646    1,0662    
C21:0 Heneicosanóico Saturado 2,1738    76,908    2,0000    1,0869    1,0885    
C20:2n6c Eicosadienóico Polinsaturado ω6 2,1324    80,216    2,0000    1,0662    1,0677    
C22:0 Beénico Saturado 4,3561    82,107    4,0000    1,0890    1,0906    
C20:3n6c Eicosatrienóico Polinsaturado ω6 1,8523    83,926    2,0000    0,9261    0,9275    
C22:1n9c Erúcico Monoinsaturado ω9 2,1555    85,305    2,0000    1,0777    1,0793    
C20:3n3c Eicosatrienóico Polinsaturado ω3 1,9791    85,943       2,0000    0,9896    0,9910    
C23:0 Tricosanóico Saturado 1,8700    86,831    2,0000    0,9350    0,9364    
C20:4n6c Araquidónico Polinsaturado ω6 2,3056    87,157    2,0000    1,1528    1,1545    
C22:2n6c Docosadienóico Polinsaturado ω6 2,1014    90,716    2,0000    1,0507    1,0522    
C24:0 Linhocérico Saturado 4,2683    93,329    4,0000    1,0671    1,0686    
C20:5n3c Eicosapentaenóico Polinsaturado ω3 1,7962    94,177 2,0000    0,8981    0,8994    
C24:1n9c Nervónico Monoinsaturado ω9 2,1287    97,273    2,0000    1,0644    1,0659    
C22:6n3c Docohexaenóico Polinsaturado ω3 1,3795    109,888    2,0000    0,6897    0,6907    





5.1.3.4 - Tratamento dos resultados 
Tendo como exemplo o duplicado B do material de referência (Infant formula – FAPAS 
T14101), cujos resultados estão apresentados na tabela 14 e os cálculos são reportados no 
anexo IV:  
Tabela 14 - Resultados obtidos pela injeção do material de referência, duplicado B. Os picos foram 
identificados com base na comparação dos seus tempos de retenção com os dos padrões previamente injetados. Todos 
os picos foram classificados como Saturados (Sat), Monoinsaturados (Monoinsat), Monoinsaturados trans (Monoinsat 
trans), Monoinsaturados ómega 9 (Mono ω9), Polinsaturados trans (Polinsat trans) ou Polinsaturados ómega 3 ou 6  
(Polinsat ω3 ou ω6). Nesta tabela também estão especificados a área e a área corrigida de cada FAME, a quantidade 
de cada FAME (WFAMEi), de triglicérideos (WTGi) e de cada ácido gordo (WAGi) presente na amostra, assim como o 
fator de conversão do padrão FAME para o triglicérido correspondente (fTGi) e o fator de conversão do padrão FAME 
para o ácido gordo correspondente (fAGi). 








WFAMEi ftGi WTGi fAGi WAGi 
C06:0 Sat 0,0976 0,1064 0,2073 0,9897 0,2052 0,8923 0,1850 
C08:0 Sat 1,1637 1,2687 2,1734 0,9915 2,1549 0,9029 1,9623 
C10:0 Sat 0,9669 1,0542 1,6152 0,9928 1,6036 0,9114 1,4721 
C12:0 Sat 7,6856 8,3793 11,9837 0,9937 11,9082 0,9300 11,1449 
C13:0 Sat 7,8861 8,5979 11,9503  -   
C14:0 Sat 3,6825 4,0149 5,3224 0,9945 5,2931 0,9421 5,0142 
C15:0 Sat 0,0637 0,0694 0,0908 0,9948 0,0903 0,9453 0,0859 
C16:0 Sat 20,2800 22,1105 28,1516 0,9950 28,0109 0,9481 26,6906 
C16:1n7c Monoinsat 0,2282 0,2488 0,3332 0,9950 0,3316 0,9477 0,3158 
C17:0 Sat 0,0779 0,0849 0,1079 0,9953 0,1073 0,9507 0,1025 
C17:1n7c Monoinsat 0,0402 0,0438 0,0552 0,9952 0,0550 0,9530 0,0527 




0,1012 0,1103 0,1433 0,9955 0,1427 0,9527 0,1365 




0,1511 0,1647 0,2160 0,9954 0,2150 0,9524 0,2057 
C18:2n6c Polinsat ω6 14,8670 16,2089 20,3599 0,9954 20,2662 0,9524 19,3907 
C20:0 Sat 0,3047 0,3322 0,4161 0,9959 0,4144 0,9570 0,3982 
C18:3n6c Polinsat ω6 0,1041 0,1135 0,1473 0,9954 0,1466 0,9520 0,1402 
C20:1n9c Mono ω9 0,4386 0,4782 0,6007 0,9961 0,5983 0,9568 0,5747 
C18:3n3c Polinsat ω3 1,5277 1,6656 2,1713 0,9954 2,1613 0,9520 2,0671 
C22:0 Sat 0,2046 0,2231 0,2843 0,9962 0,2832 0,9565 0,2719 
C22:1n9c Mono ω9 0,0589 0,0642 0,0827 0,9962 0,0824 0,9602 0,0794 
C20:4n6c Polinsat ω6 0,0541 0,0590 0,0710 0,9958 0,0707 0,9560 0,0679 
C23:0 Sat 0,2021 0,2203 0,3271 0,9964 0,3259 0,9620 0,3146 
C24:0 Sat 0,1134 0,1236 0,1608 0,9965 0,1602 0,9963 0,1602 
C20:5n3c Polinsat ω3 0,0533 0,0581 0,0898 0,9958 0,0894 0,9557 0,0858 
C24:1n9c Mono ω9 0,0661 0,0721 0,0940 0,9965 0,0936 0,9632 0,0905 
C22:6n3c Polinsat ω3 0,1491 0,1626 0,3271 0,9961 0,3258 0,9590 0,3137 
Somatório  91,7211 100   127,8773   
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A massa de padrão interno na amostra (WPI) é determinada através da equação 8: 
𝑊𝑃𝐼(em mg) = 𝐶𝑡𝑟𝑖𝑔𝑙𝑖𝑐𝑒𝑟𝑖𝑑𝑜 𝐶13:0  × 𝑉𝑚𝑒𝑑𝑖𝑑𝑜  ×
𝑀(𝐹𝐴𝑀𝐸 𝐶13:0)
𝑀(𝑡𝑟𝑖𝑔𝑙𝑖𝑐𝑒𝑟𝑖𝑑𝑜 𝐶13:0)
      (8) 
onde, Vmedido é o volume de padrão adicionado a cada amostra (em mL), M(FAME C13:0) é a 
massa molecular do tridecanoato de metilo, em g/mol, M(Triglicerido C13:0) é a massa 
molecular do Triglicerido C13:0 (em g/mol),  Ctriglicerido C13:0  é a concentração do padrão interno, 




× 𝑃𝑢𝑟𝑒𝑧𝑎  (9); 
onde W(C13:0) é a massa de padrão interno (em mg),  V é o volume de clorofórmio utilizado na 
preparação do padrão interno (em mL) e a Pureza corresponde à pureza do padrão interno, 
indicado no certificado de análise (em %). 
A área corrigida e a quantidade de cada FAME (WFAMEi), de triglicérideos (WTGi) e de 
cada ácido gordo (WAGi) presente na amostra foram calculadas a partir das expressões 
matemáticas 10, 11, 12 e 13, respectivamente: 
Á𝑟𝑒𝑎 𝑐𝑜𝑟𝑟𝑖𝑔𝑖𝑑𝑎 (𝑒𝑚 %) =
Á𝑟𝑒𝑎 𝑑𝑜 𝑝𝑖𝑐𝑜 𝑑𝑜 á𝑐𝑖𝑑𝑜 𝑔𝑜𝑟𝑑𝑜 (𝑒𝑚 %)
∑ Á𝑟𝑒𝑎𝑠 𝑑𝑒 𝑡𝑜𝑑𝑜𝑠 𝑜𝑠 𝑝𝑖𝑐𝑜𝑠 (𝑒𝑚 %)
× 100      (10) 
𝑊𝐹𝐴𝑀𝐸𝑖 (𝑒𝑚 𝑚𝑔) =
𝐴𝐹𝐴𝑀𝐸 × 𝑊𝑃𝐼
𝐴𝑃𝐼 × 𝑅𝑖
        (11) 
onde: AFAME corresponde à área corrigida do pico de cada FAME (em %), API é a área corrigida do 
pico do padrão interno FAME C13:0 na amostra (em %) e Ri é o fator de resposta do padrão 
FAME em relação ao padrão interno. E, como mencionado acima, WPI é igual à massa de padrão 
interno na amostra (em mg). 
𝑊𝑇𝐺𝑖 (em mg) = 𝑊𝐹𝐴𝑀𝐸𝑖 × 𝑓𝑇𝐺𝑖         (12) 
Onde fTGi é o fator de conversão do padrão FAME para o triglicérido correspondente. 
𝑊𝐴𝐺𝑖 (em mg) = 𝑊𝐹𝐴𝑀𝐸𝑖 × 𝑓𝐴𝐺𝑖       (13) 
Sendo fAGi o fator de conversão do padrão FAME para o ácido gordo correspondente. 
 
O cálculo da quantidade de gordura total (MGT) presente na amostra é realizado através 






× 100       (14) 
onde ∑WTGi é o somatório das massas de todos os triglicéridos (em mg) e W é a massa da 
amostra pesada (em mg). 
 
A quantidade de ácidos gordos saturados, monoinsaturados, polinsaturados, ómega 3, 
ómega 6, ómega 9 e trans presentes na amostra (em g/100g) é determinada pela equação 15: 
Á𝑐𝑖𝑑𝑜𝑠 𝑔𝑜𝑟𝑑𝑜𝑠 𝑑𝑜 𝑔𝑟𝑢𝑝𝑜 𝑥 (%) =
∑ 𝑊𝐴𝐺𝑖 𝑑𝑜 𝑔𝑟𝑢𝑝𝑜 𝑥
𝑊
× 100           (15) 
onde ∑WAGi do grupo x é somatório das massas de todos os ácidos gordos do grupo que se 
pretende calcular (saturados, monoinsaturados, polinsaturados, ómega 3, ómega 6, ómega 9 ou 
trans) e W é a massa da amostra pesada (em mg). 
 
5.1.3.5 - Limiares analíticos e validação dos resultados 




10, sendo: S o sinal medido pelo equipamento e N o sinal de ruído da linha de base. O limite de 
quantificação calculado foi de 0,01 g/100g de amostra para ácidos gordos saturados, 
monoinsaturados, polinsaturados, trans, ómega 3, ómega 6 e ómega 9 e 0,10 g/100g de amostra 
para a quantificação da matéria gorda. 
A fim de avaliar a precisão intermédia do método, as amostras do material de referência 
e do queijo foram preparadas em duplicado. A incerteza associada à precisão intermédia (spi) e 
o desvio padrão relativo do método foram determinados através das equações 16 e 17, 
respetivamente. 




     (16) 
𝑅𝑆𝐷 𝑜𝑢 𝐶𝑉 (𝑒𝑚 %) =
𝑠𝑃𝐼
?̅?
× 100      (17) 
onde yk corresponde ao valor da réplica, ?̅? à média da réplicas e n ao número de réplicas 
quantificadas. O desvio padrão relativo do método ou coeficiente de variação não deverá 
exceder os 10% em toda a gama de trabalho a fim de validar os resultados. 
60 
 
Por este trabalho ter sido realizado numa empresa onde a produtividade é essencial, e 
com um método já validado [106], apenas foram realizadas 2 réplicas, apesar de estas não nos 
darem um grande grau de confiança. Para um maior grau de confiança na precisão dos 
resultados, teriam de ser realizadas 10 réplicas da amostra para ensaios de repetibilidade, 
precisão intermedia e ensaios de recuperação de modo a avaliar a exatidão do método.  
Para controlar a qualidade dos resultados, a empresa, tal como já foi mencionado, 
participa periodicamente em circuitos de ensaios de comparação interlaboratorial e efetua 
cartas de controlo com dados diários. O controlo de qualidade dos resultados é ainda realizado 
através da análise de um material de referência que serve como amostra de controlo a cada 
série de resultados. Na determinação do teor de ácidos gordos, o material de referência utilizado 
pelos laboratórios Silliker é uma fórmula infantil (“Infant formula” – FAPAS T14101). O resultado 
do material de referência é considerado válido quando respeita os limites estabelecidos como 
inferior e superior da carta de controlo construída (a partir de 20 réplicas) para verificar se a 
amostra se encontra “sob controlo”. Estes limites estão apresentados na tabela 15. 
Tabela 15 - Apresentação dos limites para o qual o material de referência para a quantificação de ácidos 
gordos (FAPAS T14101) se encontra “sob controlo”. 
 Limite inferior (g/100 g) Limite superior (g/100 g) 
Matéria gorda 25,02 27,06 
Ácidos gordos saturados 9,15 11,19 
Ácidos gordos monoinsaturados 8,69 10,62 
Ácidos gordos polinsaturados 4,06 4,96 
Ácidos gordos trans 0,028 0,135 
 
 
5.2 - Resultados e discussão 
Neste trabalho estão apresentados os resultados de quatro amostras: o material de 
referência (fórmula infantil), um queijo, um produto cárnico e uma amostra de salmão. O valor 
das áreas corrigidas de todos os picos dos FAMEs das quatro amostras estão apresentados na 





Tabela 16 – Áreas corrigidas dos picos de cada FAME obtidas na injeção das quatro amostras. Nesta também 
está representada a classificação de cada ácido gordo como Saturados (Sat), Monoinsaturados (Monoinsat), 
Monoinsaturados trans (Monoinsat trans), Monoinsaturados ómega 9 (Monoinsat ω9), Polinsaturados trans (Polinsat 
trans) ou Polinsaturados ómega 3 ou 6 (Polinsat ω3 ou ω6). 









C04:0 Sat - - 1,9212 - 
C06:0 Sat 0,1064 - 1,6771 - 
C08:0 Sat 1,2687 - 1,1486 - 
C10:0 Sat 1,0542 0,0228 2,8398 - 
C11:0 Sat - - 0,0601 - 
C12:0 Sat 8,3793 0,2501 3,5029 - 
C13:0 Sat 8,5979 9,8495 5,1686 10,3261 
C14:0 Sat 4,0149 1,4685 11,9449 6,8285 
C15:0 iso Sat - - 0,3027 - 
C15:aiso Sat - - 0,6030 - 
C14:1n9c Monoinsat - 0,1728 1,1524 - 
C15:0 Sat 0,0694 0,2324 1,3318 0,4319 
C15:1n5c Monoinsat - - 0,0172 - 
C16:0 Sat 22,1105 22,3976 30,9386 15,1278 
C17:0 iso Sat - - 0,4941 - 
C17:0 aiso Sat - - 0,2195 - 
C16:1n7c Monoinsat 0,2488 3,0263 1,9358 8,4510 
C17:0 Sat 0,0849 0,4498 0,7825 0,3152 
C16:2n4c Polinsat - 0,0112 0,0203 0,3735 
C17:1n7c Monoinsat 0,0438 0,2719 0,3432 0,2451 
C16:3n4c Polinsat - 0,1161 0,0095 0,7120 
C18:0 Sat 3,5360 10,3730 9,6921 2,9532 
C18:1n11t Monoinsat trans - - 0,0092 - 
C18:1n9t Monoinsat trans 0,1103 0,9648 2,9949 0,1401 
C18:1n9c Monoinsat ω9 39,0265 33,4204 20,6329 15,3496 
C18:1n7c Monoinsat - - - 3,9687 
C18:2n6t Polinsat trans 0,1647 0,1718 0,8521 - 
C18:2n6c Polinsat ω6 16,2089 21,6948 1,8177 4,2839 
C20:0 Sat 0,3322 0,1099 0,1730 0,1634 
C18:3n6c Polinsat ω6 0,1135 0,0659 0,0404 0,1517 
C18:3t Polinsat trans - - - - 
C20:1n9c Monoinsat ω9 0,4782 0,3670 0,0384 8,3927 
C18:3n3c Polinsat ω3 1,6656 1,3082 0,8111 1,2957 
CLA Polinsat trans - 0,0795 0,8145 - 
C21:0 Sat - 0,0310 0,0652 - 
C18:4n3c Polinsat ω3 - 0,0435 0,0583 2,2178 
C20:2n6c Polinsat ω6 - 0,2437 0,0304 0,4319 
C22:0 Sat 0,2231 0,1422 0,1366 - 
C20:3n6c Polinsat ω6 - 0,1666 0,0680 0,2218 
C22:1n11c Monoinsat - 0,0945 0,0203 - 
C22:1n9c Monoinsat ω9 0,0642 0,0173 0,0119 1,2840 
C20:3n3c Polinsat ω3 - 0,0356 0,0148 0,4436 
C23:0 Sat 0,0590 1,7265 0,0935 - 
C20:4n6c Polinsat ω6 0,2203 0,0299 0,0626 0,6303 
C20:4n3c Polinsat ω3  - 0,0467 2,0427 
C22:2n6c Polinsat ω6 - - 0,0371 0,1984 
C24:0 Sat 0,1236 0,0377 0,0631 - 
C20:5n3c Polinsat ω3 0,0581 0,0705 0,0602 9,1864 
C24:1n9c Monoinsat ω9 0,0721 0,0820 0,0247 0,5953 
C22:5n3c Polinsat ω3  0,1584 0,0853 3,8170 
C22:6n3c Polinsat ω3 0,1626 0,1457 - 9,7467 
Somatório  100,00 100,00 100,00 100,00 
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Como se pode observar na tabela 16, o perfil de ácidos gordos do queijo é muito mais 
completo do que o presente nas restantes amostras, isto porque sendo um produto lácteo 
contém os ácidos gordos característicos destes. Como esperado, o conjugado do ácido linoleico 
(CLA) apenas se encontra no produto cárnico e no derivado do produto lácteo. 
O salmão é claramente a amostra mais rica em ácidos gordos insaturados face às 
restantes amostras, sobretudo no que diz respeito aos teores de ácido eicosenóico (C20:1n9c), 
ácido eicosapentaenóico (20:5 ω3) e ácido docosahexaenóico (C22:6 ω 3).  
 
Após a conversão dos picos dos FAMEs em massa de ácidos gordos, foi calculado o 
somatório dos ácidos gordos em cada classe (saturado, monoinsaturado, polinsaturado, ω3, ω6, 
ω9 e trans) através da equação 15. Os resultados desses somatórios e da percentagem de 
matéria gorda da amostra estão representados na tabela 17. 
Como anteriormente referido, o controlo da qualidade dos resultados é realizado 
através da validação do desempenho do material de referência. Através da comparação dos 
resultados apresentados na tabela 17, e dos limites apresentados anteriormente na tabela 15, 
verifica-se que o método se encontra “sob controlo”. 
Tabela 17 – Resultados do teor de ácidos gordos e de matéria gorda total nas amostras analisadas. O valor 
da matéria gorda foi calculado através da equação 14, correspondendo a uma massa de 507.7 mg do material de 
referência, 2017,5 mg do produto cárnico, 605,4 mg de queijo e 588,0 mg de salmão. A massa dos ácidos gordos 
(WAGi), que foram somados segundo as suas classes, foi determinada através da equação 13 e a percentagem de 
ácidos gordos na amostra (% A.G.) através da equação 15. 
Amostra Material referência Produto cárnico Queijo Salmão 
% M.G. total 
(g/100g) 
25,19 5,46 36,30 19,53 
 ∑WAGi % A.G. ∑WAGi % A.G. ∑WAGi % A.G. ∑WAGi % A.G. 
∑WAGi Sat. 52,00 10,24 39,49 1,96 143,84 23,76    26,15 4,45 
∑WAGi 
monoinsat. 
47,53 9,36 40,07 1,99 54,33 8,97 34,82 5,92 
Dos quais ω9 47,02 9,26 35,09 1,74 40,85 6,75 25,50 4,34 
∑WAGi Polinsat. 22,27 4,39 25,68 1,27 9,99 1,65 44,65 7,59 
Dos quais ω3 2,47 0,49 2,02 0,10 2,27 0,37 37,53 6,38 
Dos quais ω6 19,60 3,86 23,23 1,15 4,12 0,68 5,95 1,01 
∑WAGi Trans 0,34 0,07 1,32 0,07 9,72 1,61 0,14 0,02 
 
Através dos resultados apresentados na tabela 17, verifica-se ainda a predominância de 
ácidos gordos insaturados na amostra de salmão, sobretudo de ácidos gordos ω3. Pelo 
contrário, a amostra de queijo apresenta um teor muito mais elevado em ácidos gordos 
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saturados e apresenta um teor elevado de ácidos gordos trans, o que é previsível visto estes se 
formarem por metabolismo microbiano em ruminantes e o queijo ser um derivado do leite 
produzido por ruminantes. O produto cárnico apresenta um teor semelhante em ácidos gordos 
saturados e insaturados.  
 
 5.3 - Conclusões 
Através dos resultados do material de referência apresentados pode-se concluir que o 
método se encontra “sob controlo”. O método demonstrou ser preciso pelo seu desempenho 
na análise do teor de ácidos gordos e matéria gorda na amostra de vários duplicados (resultados 
apresentados no anexo V), apresentando um coeficiente de variação inferior a 0,8 % no caso do 
material de referência e inferior a 1,1% no caso do queijo. Os resultados estão de acordo com 
os teores previamente conhecidos para este tipo de amostras apresentados na introdução, onde 
se referiu que o queijo, por ser um produto lácteo, apresenta um perfil de ácidos gordos mais 
completo do que as restantes amostras, com teor elevado de ácidos gordos trans, incluindo o 
CLA e o ácido vacénico. Simultaneamente a amostra de salmão (peixe gordo) apresentou teores 
elevados em ácidos gordos insaturados, sobretudo ω3. O CLA foi identificado no produto 















6 -  Quantificação de colesterol em produtos alimentares por 
cromatografia gasosa com detetor de chama 
6.1 - Parte experimental 
A metodologia seguida para extrair e quantificar o teor de colesterol das amostras foi 
baseada no método descrito no anexo V do Regulamento (CEE) no 2568/91 [103]. Este consiste 
em adicionar α-colestanol como padrão interno à matéria gorda extraída, saponifica-la com uma 
solução etanólica de hidróxido de potássio e extrair a fração insaponificável com éter etílico. A 
fração esterólica é separada do extrato insaponificável por TLC, os esteróis recuperados no gel 
de sílica são transformados em trimetilsiliéteres e analisados por GC. 
 
6.1.1 - Equipamento e material 
Para além do material de laboratório de uso corrente, foram utilizados os equipamentos 
e materiais enumerados na tabela 18.  
Tabela 18 – Descrição dos equipamentos e materiais usados para a determinação do teor de colesterol nas 
amostras. 
Cromatógrafo  Coluna capilar 
Agilent Technologies 7820A Network 
GC System 
 Phenomenex Zebron ZB-5 (30m x 0,32mm ID, 
0,25μm); 
Equipamento de bancada  Material 
Câmara de revelação para placas de 
TLC 
 Ampolas de decantação de 500mL 
Evaporador rotativo, com banho de 
água e unidade de vácuo, regulado a 
uma temperatura <65ºC (Büchi 
Rotavapor R-210, banho: Büchi Heating 
Bath B-490); 
 Placas de TLC (placas de vidro cobertas com gel 
de sílica de 0.25 mm de espessura) 
Micro-seringas de 100 e 500 µL 
Gases 
Corrente de nitrogénio 
Balança analítica   
Estufa P-Selecta®, regulada a 103±2ºC   




6.1.2 – Reagentes 
Os solventes, reagentes e padrões utilizados neste procedimento experimental 
encontram-se definidos na tabela 19. Todos os reagentes são de qualidade analítica e a água é 
desionizada.  
 
Tabela 19 – Enumeração dos solventes, padrões e reagentes utilizados ao longo do procedimento para a 
determinação do teor de colesterol das amostras. 
Solventes  Padrões 
n-Hexano  Solução de padrão interno de α-colestanol 
(concentração de 2mg/mL em clorofórmio) Etanol (≥ 99%) 
Éter dietílico Solução de padrão interno de estigmasterol 
(concentração de 2mg/mL em clorofórmio) Mistura n-Hexano:isopropanol (3:2)  
Solução saponificação   Outros reagentes 
Solução etanólica de KOH, 2 N Hidróxido de potássio (≥ 85%); 
Solução para regeneração das placas TLC   Solução etanólica de 2,7-Diclorofluoresceína 
a 0,2% (m/V) Solução etanólica de KOH, 0,2 N 
Reagente derivatização  Sulfato de sódio anidro 
Reagente de sililação (piridina anidra, 





6.1.3 – Procedimentos 
6.1.3.1 - Preparação das amostras 
Após a amostra ser devidamente triturada e homogeneizada, a sua matéria gorda é 
extraída segundo a norma francesa NF V03-030: Produits agricoles et alimentaires. Extraction 
de la matière grasse en vue de sa caractérisation. Esta consiste em extrair a matéria gorda da 
amostra através de uma mistura de n-Hexano:isopropanol ou éter dietílico, conforme a 
complexidade da matriz e o teor de gordura. O éter dietílico é utilizado para amostras de maior 
teor de gordura. No caso dos leites e iogurtes, a extração da matéria gorda é realizada segundo 
a Norma Internacional ISO 14156: Milk and milk products. Extraction methods for lipids and 
liposoluble compounds. Esta envolve uma extração líquido-líquido com uma mistura de 
amoníaco 25%, etanol, éter dietílico e n-hexano.  
Quando a amostra é essencialmente composta por matéria gorda, como os óleos, 
azeites e manteigas, a matéria gorda não é extraída, pesando-se diretamente a amostra. 
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Após extração da matéria gorda passa-se à sua saponificação, começando por introduzir 
500 µL da solução de padrão interno num balão de fundo plano de 250 mL e evaporando-se até 
à secura com corrente de nitrogénio. Seguidamente é pesada entre 1 a 5 g da matéria gorda 
extraída para o balão, conforme a percentagem de colesterol que é esperada encontrar na 
amostra. Assim, para amostras ricas em colesterol (como os ovos) será pesada uma grama de 
gordura e para amostras baixas em colesterol (como o azeite) serão pesadas 5 g de matéria 
gorda. Seguidamente, a amostra é saponificada com a solução de hidróxido de potássio 2 N que 
é mantida na manta elétrica durante trinta minutos após verificar-se uma ligeira ebulição da 
solução.  
Após o balão arrefecer até à temperatura ambiente é adicionada água destilada à 
amostra e a fração insaponificável da matéria gorda é extraída através de uma  extração 
líquido-líquido com um sistema de extração de ampolas de decantação, utilizando éter dietílico 
como solvente, como ilustrado na figura 12. O solvente é então evaporado no evaporador 
rotativo e o resíduo redissolvido em clorofórmio.  
 
Figura 12 – Ilustração do sistema de montagem das ampolas de decantação para a extração líquido-líquido 
da fração insaponificável da matéria gorda, utilizando o éter dietílico como solvente de extração. 
Posteriormente, 200 µL da fração esterólica é separada do extrato insaponificável por 
cromatografia de camada fina de gel de sílica básica. As placas de TLC utilizadas nessa separação 
são previamente regeneradas utilizando a solução de hidróxido de potássio 0,2 N. A eluição é 
realizada na câmara de revelação com uma mistura de n-hexano e éter dietílico a 65:35 % (V/V). 
Após eluição do solvente, a banda dos esteróis é identificada através da nebulização da placa de 
TLC com uma solução de 2,7-diclorofluoresceína. A fração esterólica corresponde à primeira 
banda a aparecer depois da linha de partida. A banda é então raspada da placa e recolhida num 
balão, onde é posteriormente dissolvida em clorofórmio aquecido na placa de aquecimento, 
que é depois filtrado por um filtro de pregas para um balão periforme. O balão é lavado com 
éter dietílico em ebulição, de modo a que todos os compostos presentes no resíduo fiquem 
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disponíveis no solvente, que é de seguida transferido para o balão periforme. O filtrado é 
evaporado no evaporador rotativo e os balões periformes são posteriormente colocados na 
estufa até à secura e deixados a arrefecer no exsicador. 
 
Figura 13 – Ilustração da placa de TLC resultante do processo de extração da fração esterólica da amostra 
de ovo, após ser pulverizada com 2,7-diclorofluoresceína, onde é evidente a banda dos esteróis a rosa. 
Numa última fase, os esteróis recuperados no gel de sílica são transformados em 
trimetilsiliésteres através do reagente de sililação (mistura de piridina anidra, 
hexametildissilazano e trimetilclorossilano na proporção 9:3:1 (V/V/V) e analisados por 
cromatografia gasosa em coluna capilar com detetor de ionização de chama. 
 
6.1.3.2 - Análise das amostras 
Antes de iniciar a análise das amostras é realizada uma corrida em branco de modo a 
verificar que não existem picos que coincidem com o colesterol. As amostras são injetadas no 
sistema cromatográfico nas condições cromatográficas descritas na tabela 20. 
 
Tabela 20 – Condições cromatográficas usada na análise dos esteróis por cromatografia gasosa. 
Condições cromatográficas 
Cromatógrafo Agilent Technologies 7820A Network GC System 
Coluna Phenomenex Zebron ZB-5 (30 cm x 0,32 mm ID x 0,25 µm) 
Detetor FID a 330 ºC 
Injetor Split (20:1) a 295 ºC 
Forno 275ºC (isotérmica) 
Modo de trabalho Pressão constante 
Volume injeção 0,6 µL 




6.1.3.3 – Processo de calibração 
As amostras foram quantificadas recorrendo ao método do padrão interno. Para a 
generalidade dos alimentos o padrão interno escolhido foi o α-colestanol. Mas, para matrizes 
com teores elevados de colesterol e sem esteróis vegetais, como ovos, leite e peixes gordos, 
utilizou-se a solução de estigmasterol como padrão interno. Os padrões internos foram 
escolhidos por serem quimicamente similares ao colesterol, não estarem naturalmente 
presente nas amostras, não reagirem com nenhum dos componentes da amostra e 
apresentarem um tempo de retenção próximo ao do analito.  
Os tempos de retenção dos picos do colesterol (tr ≈ 12,176 min), α-colestanol (tr ≈ 
12,401 min) e estigmasterol (tr ≈ 16,122) foram identificados através da injeção prévia de cada 
padrão em separado. 
 
6.1.3.4 - Tratamento dos resultados 
Com a extração da matéria gorda, o teor de colesterol (C) (em mg/100g de amostra) foi 
determinado através da equação (18):  
𝐶 =  
𝐴𝐶𝑜𝑙𝑒𝑠𝑡𝑒𝑟𝑜𝑙 × 𝑚𝑃𝐼  × 𝑀𝐺
𝐴𝑃𝐼 × 𝑚
       (18) 
sendo Acolesterol a área do pico do colesterol na amostra (em %), MG o teor de matéria gorda da 
amostra (em g/100 g) determinado por um método interno da empresa Silliker, mPI a massa de 
padrão interno introduzida na amostra (em mg), API a área do pico do padrão interno na amostra 
(em %), e m a massa da toma da matéria gorda (em g). 
Sem a extração da matéria gorda, o teor de colesterol é determinado da mesma forma 
considerando o valor de MG igual a 100 g/100 g. 
 
No caso do azeite, o valor do colesterol é expresso relativamente ao teor de esteróis 
totais da amostra. A percentagem de colesterol na amostra é determinada através da equação 
(19): 
% 𝐶𝑜𝑙𝑒𝑠𝑡𝑒𝑟𝑜𝑙 =  
𝐴𝐶𝑜𝑙𝑒𝑠𝑡𝑒𝑟𝑜𝑙
∑ 𝐴𝑒𝑠𝑡𝑒𝑟ó𝑖𝑠
× 100        (19) 
em que AColesterol corresponde à área do pico do colesterol na amostra (em %) e Aesteróis ao 
somatório das áreas de todos os picos correspondentes a esteróis na amostra. O teor de esteróis 
totais é determinado através da equação (20): 
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𝐸𝑠𝑡𝑒𝑟ó𝑖𝑠𝑡𝑜𝑡𝑎𝑖𝑠 =  
∑ 𝐴𝑒𝑠𝑡𝑒𝑟ó𝑖𝑠  × 1000
𝑚 × 𝐴𝑃𝐼
       (20) 
em que m é a massa de amostra pesada e API é a área do pico correspondente ao padrão interno 
(α-colestanol). 
 
6.1.3.5 - Limiares analíticos e validação dos resultados 
O limite de quantificação do método foi determinado pelo método da relação sinal-
ruído, com S/N ≥ 10, sendo S o sinal medido pelo equipamento e N o sinal de ruído da linha de 
base. O limite de quantificação calculado foi igual a 0,1 mg/100 g de amostra. 
Como todas as amostras para determinação do teor de colesterol foram preparadas em 
duplicado foi possível calcular a incerteza associada à precisão intermédia (spi) e o desvio padrão 
relativo do método (RSD) do método através das equações 16 e 17, já mencionadas: 




     (16) 
𝑅𝑆𝐷 𝑜𝑢 𝐶𝑉 (𝑒𝑚 %) =
𝑠𝑃𝐼
?̅?
× 100      (17) 
onde yk corresponde ao valor da réplica, ?̅? à média da réplicas e n ao número de réplicas 
quantificadas. O desvio padrão relativo do método ou coeficiente de variação não deverá 
exceder os 10% em toda a gama de trabalho a fim de validar os resultados. 
Para além da determinação da incerteza associada à precisão intermédia, a avaliação da 
fidelidade dos resultados foi sempre realizada aquando cada série de análises, tendo a empresa 
cartas de controlo implementadas para acompanhar o desempenho do método, registando o 
valor da amplitude de todas as amostras realizadas em duplicado. 
O controlo da qualidade dos resultados é realizado através da análise de um material de 
referência que serve como amostra de controlo a cada série de resultados. O seu desempenho 
é validado quando o resultado obtido é compreendido entre 85,33 e 101,34 mg/100g de 
amostra, que são os limites inferior e superior da carta de controlo (contruída com 20 réplicas). 
O material de referência corresponde a uma amostra de queijo (“processed cheese”, código de 




 6.2 - Resultados e discussão 
Os resultados referentes à determinação do teor de colesterol em duplicados de três 
amostras, um queijo (material de referência), uma bolacha de manteiga e um ovo estão 
descritos na tabela 21.  
Como todos os resultados são validados a partir do desempenho do material de 
referência (queijo), este é o primeiro resultado avaliado. Como se pode observar a partir da 
figura 14, os picos correspondentes ao colesterol e ao α-colestanol estão próximos mas bem 
resolvidos, apresentando tempos de retenção de 12,176 e de 12,401 minutos, respetivamente. 
Como se pode constatar, ambos os duplicados da amostra de queijo ficaram compreendidos 
entre os limites da carta de controlo do material de referência (85 e 101 mg/100 g), com um 
valor médio de 94 mg/100 g de amostra, validando esta série de resultados.  
 
Tabela 21 - Resultados da determinação do teor de colesterol em duplicados de três amostras, um queijo 
(material de referência), uma bolacha de manteiga e um ovo. O teor de colesterol e o desvio padrão absoluto (s), que 
corresponde à incerteza associada à precisão intermédia (spi), foram calculados conforme o descrito na seção 6.1.3.4 
– Tratamento dos resultados. O desvio padrão relativo ou coeficiente de variação (RSD ou CV) foi calculado como  𝑠/?̅?   
× 100, sendo s o desvio padrão absoluto e ?̅? a média dos duplicados.  
Amostra Queijo (MR) Bolacha Ovo 
Duplicados A B A B A B 
Área pico colesterol 75,4493 76,2843 74,4325 77,6942 89,6526 93,0524 
Área pico padrão interno 23,7801 22,4261 19,5931 16,7973 1,8155 1,8326 
Matéria gorda (em %) 31,20 25,30 8,74 
Massa da toma (em g) 1,0452 1,1356 1,4042 1,7365 1,0992 1,1123 
Teor de colesterol (em 
mg/100 g de amostra) 
94,7101 93,4567 68,4463 67,3898 392,6528 398,9698 
Média dos duplicados 94,0833 67,9181 395,8113 
spi ou s (em mg) 0,8863 0,7471 4,4668 





Figura 14 – Cromatograma obtido para a determinação do teor de colesterol na amostra de queijo (material 
de referência), duplicado A. O pico mais intenso corresponde ao pico do colesterol (tr = 12,176 min), seguido do pico 
correspondente ao padrão interno α-colestanol (tr = 12,401 min). 
A amostra da bolacha amanteigada apresentou um teor de colesterol médio, dos dois 
duplicados, de 68 mg/100 g. Este valor é ligeiramente alto para uma bolacha mas totalmente 
justificável por esta conter manteiga, produto de origem animal, na sua composição.  
Como esperado, por ser um produto de origem animal, a amostra de ovo apresentou 
altos teores de colesterol, com um valor médio de 3, pois a amostra tem teores elevados de 
colesterol (o pico do colesterol poderia se confundir com o pico do α-colestanol por terem 
tempos de retenção próximos) e não possui esteróis vegetais.  
Para todas as amostras o coeficiente de variação do método esteve compreendido entre 
0,9 e 1,1 %, demonstrando a elevada precisão do método para quantificação de colesterol. 
O tratamento de resultados no caso dos azeites é diferente das restantes amostras 
porque o azeite tem legislação própria [103] no que se refere ao seu conteúdo em esteróis. A 
legislação europeia [107] regula que os valores máximos do colesterol devem ser inferiores a 
0,5 % e o total de esteróis deve ser superior a 1000 mg/kg de azeite. O teor de colesterol e 
esteróis totais foi determinado conforme o descrito na seção 5.1.3.4, tendo-se obtido como 
resultado um teor de 0,3% de colesterol e um valor de esteróis totais de 1614 mg/kg de azeite, 
comprovando que o azeite analisado está de acordo com o legislado. O cromatograma relativo  





Figura 15 - Cromatograma da determinação do teor de colesterol numa amostra de azeite virgem. O pico 
do colesterol aparece ao tempo de retenção 12,118 min, seguido do pico correspondente ao padrão interno α-
colestanol aos 12,383 min. 
 
 6.3 – Conclusões 
Este método permitiu quantificar o teor de colesterol de amostras de produtos 
alimentares comuns como o queijo, a bolacha, o ovo e o azeite apresenta uma precisão 
intermédia de apenas aproximadamente 1%, o que reforça a validade do método de referência 
na quantificação do teor de colesterol. Estes resultados foram validados através do desempenho 
do material de referência (a amostra de queijo) que demostrou estar sob controlo, ou seja, o 
seu teor de colesterol está compreendido entre os limites da sua carta de controlo. Como se 
pode observar nestes resultados, os produtos de origem animal (queijo e ovo) são ricos em 
colesterol, enquanto o azeite, de origem vegetal, é rico em outros esteróis vegetais. Embora a 
bolacha não seja um produto de origem animal é manufaturado com manteiga e o ovo, daí ter 
um teor significativo de colesterol. A amostra de azeite analisada cumpriu a legislação europeia 
que regula os valores máximos do colesterol que devem ser inferiores a 0,5 % e o teor de esteróis 








7 -  Conclusão e considerações Finais 
Todos os métodos apresentados neste trabalho são métodos atualmente aceites como 
referência na análise alimentar, basearam-se em normas internacionais e foram, previamente, 
devidamente validados e acreditados. A empresa tem uma política de controlo de qualidade 
bem instituída, participando em ensaios interlaboratoriais anualmente ou semestralmente para 
manter a acreditação de todos estes procedimentos, para além de registar dados diariamente 
em diversas cartas de controlo. Desta forma é possível ao laboratório assegurar o fornecimento 
de dados fidedignos aos seus clientes. 
Como este trabalho foi realizado no âmbito de uma empresa, a fim de não perturbar a 
produtividade desta, apenas foi possível realizar duplicados de cada amostra, influenciando a 
validade dos parâmetros analíticos do controlo da qualidade dos resultados. Através dos 
parâmetros calculados ao longo do trabalho, constatou-se que os métodos eram bastantes 
precisos, os limites de quantificação baixos e os resultados de elevada qualidade pois todos os 
métodos apresentaram baixos valores de incertezas (o coeficiente de variação na medição de 
todas as curvas de calibração das aflatoxinas foi inferior a 6,2%, e o coeficiente de variação dos 
métodos de análise dos ácidos gordos e do colesterol foi inferior a 1,1%) e todas as amostras de 
referência foram consideradas como estando “sob controlo”. 
 Todas as amostras analisadas foram análises de produtos comercializados, não 
podendo revelar mais detalhes sobre as amostras do que qual a sua matriz por motivos de 
confidencialidade. 
A evolução que tem sido registada no setor da segurança alimentar é no sentido de desenvolver 
métodos mais precisos e com limites de quantificação cada vez mais baixos, de forma a 
acompanhar a evolução da legislação que se dedica a manter a segurança alimentar de todos os 
produtos consumidos e em esclarecer o consumidor, cada vez mais bem informado e 
consequentemente mais exigente, sobre a informação da qualidade, composição e a validade 
dos produtos que este consome. 
Outros estudos poderão ser efetuados de forma a melhor avaliar a razão custo-benefício 
das metodologias desenvolvidas, embora pense que esta evolução tem de partir de parcerias 
entre empresas e instituições académicas pois não se torna economicamente rentável para as 
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9 – Anexos 
Anexo I – Concentração dos padrões utilizados para construir as retas de 
calibração para quantificação das aflatoxinas. 
 




Aflatoxina B1 Aflatoxina B2 Aflatoxina G1 Aflatoxina G2 
Afla 1 0,1205 0,0731 0,1443 0,1082 
Afla 2 0,1607 0,0975 0,1924 0,1442 
Afla 3 0,2009 0,1219 0,2405 0,1803 
Afla 4 0,4018 0,2438 0,4809 0,3606 
Afla 5 0,5751 0,3657 0,7214 0,5409 
Afla 6 0,8036 0,4876 0,9618 0,7212 
Afla 7 1,2054 0,7314 1,4427 1,0818 
Afla 8 1,6072 0,9752 1,9236 1,4424 
 
 
Anexo II - Dados utilizados para a construção das curvas de calibração da série 
1 e respetivas curvas.  
 
As curvas de calibração da série 1, representadas na figura 16, foram construídas com 
as concentrações descritas na tabela 22 e as respetivas áreas dos picos obtidos estão 
especificados na tabela 23. 
 
Tabela 23 – Áreas dos picos das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 obtidos nos cromatogramas de cada padrão. 
Padrão 
Área dos picos obtidos nos cromatogramas 
Aflatoxina B1 Aflatoxina B2 Aflatoxina G1 Aflatoxina G2 
Afla 1 7,89483 8,83572 2,24622 3,31371 
Afla 2 10,26109 11,03417 4,3658 5,24017 
Afla 3 13,06744 14,61783 5,37838 6,67885 
Afla 4 29,14078 29,37962 10,33384 12,48028 
Afla 5 37,45961 44,9733 15,47364 22,07077 
Afla 6 59,72363 60,96638 24,50565 27,98765 
Afla 7 80,54151 84,13371 31,17041 37,06108 






Figura 16 - Conjunto das curvas de calibração para as aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 da série de resultados 1 e 
respetivas equações. Estas retas foram construídas com 7 pontos, retirando o ponto correspondente ao padrão afla 7 
de concentrações iguais a 1,2054; 0,7314; 1,4427 e 1,0818 µg/mL para as aflatoxinas B1, B2, G1 e G2, respetivamente. 
As incertezas do declive (sb) e da ordenada na origem (sa) de cada reta foi calculada a partir das equações seguintes: 
sb = (sy/x)/ (∑(xk-x ̅)2)1/2 e sa = sy/x x (∑xk2/(n∑(xk-x ̅)2)1/2, onde sy/x é calculado segundo a equação 5, xk é a concentração 
do padrão k, x ̅ é o valor da média das concentrações dos padrões e n é o número de pontos com que a curva de 
calibração foi construída. 
 
Anexo III. Exemplos do cálculo da percentagem da área corrigida, o seu Ki 
(relação entre a percentagem da área corrigida e a respetiva percentagem em 
massa da mistura e o fator de resposta individual de cada ácido gordo (Ri). 
 
Á𝑟𝑒𝑎 𝑐𝑜𝑟𝑟𝑖𝑔𝑖𝑑𝑎 (𝑒𝑚 %) =
Á𝑟𝑒𝑎 𝑑𝑜 𝑝𝑖𝑐𝑜 𝑑𝑜 á𝑐𝑖𝑑𝑜 𝑔𝑜𝑟𝑑𝑜 (𝑒𝑚 %)
∑ Á𝑟𝑒𝑎𝑠 𝑑𝑒 𝑡𝑜𝑑𝑜𝑠 𝑜𝑠 𝑝𝑖𝑐𝑜𝑠 (𝑒𝑚 %)
× 100 
𝐾𝑖 =
%  𝑑𝑎 Á𝑟𝑒𝑎 𝑐𝑜𝑟𝑟𝑖𝑔𝑖𝑑𝑎 𝑑𝑜 𝑝𝑖𝑐𝑜 𝑑𝑜 á𝑐𝑖𝑑𝑜 𝑔𝑜𝑟𝑑𝑜
% 𝑒𝑚 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑑𝑜 á𝑐𝑖𝑑𝑜 𝑔𝑜𝑟𝑑𝑜 𝑛𝑎 𝑚𝑖𝑠𝑡𝑢𝑟𝑎
 
A percentagem em massa do ácido gordo na mistura é um dado adquirido a partir do 
certificado de análise da mistura C37 FAME Mix. 
𝑅𝑖 =
𝐾𝑖 𝑑𝑜 á𝑐𝑖𝑑𝑜 𝑔𝑜𝑟𝑑𝑜
𝐾𝑖 𝑑𝑜 𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑛𝑜 (𝐹𝐴𝑀𝐸 𝐶13: 0)
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Anexo IV - Demonstração da determinação do teor de matéria gorda e de 
ácidos gordos na amostra de referência “Infant formula – FAPAS T14101”. 
 
Começamos por determinar a concentração do padrão interno, em mg/mL: 






 × 0,99 = 5,94 𝑚𝑔/𝑚𝐿  
 
De seguida é calculada a massa de padrão interno na amostra, em mg: 




𝑊𝑃𝐼(em mg) = 5,94 × 2 𝑚𝐿 ×
3 × 228,37
681,08
 = 11,95 𝑚𝑔 
A quantidade do FAME C12:0, tal como todos os outros FAMEs na amostra é calculado 
a partir de: 




8,3793 ×  11,95
8,5979 × 0,9719
= 11,98 𝑚𝑔 
 
A quantidade de ácido gordo C12:0, tal como todos os outros ácidos gordos presentes 
no material de referência, foi calculada pela expressão:   
𝑊𝐴𝐺𝑖 (em mg) = 𝑊𝐹𝐴𝑀𝐸𝑖 × 𝑓𝐴𝐺𝑖 = 11,98 × 0,9300 = 11,14 𝑚𝑔 
 
De seguida é calculada da quantidade de ácidos gordos saturados, monoinsaturados, 
polinsaturados, ómega 3, ómega 6, ómega 9 e trans presentes na amostra, em g/100g: 
Á𝑐𝑖𝑑𝑜𝑠 𝑔𝑜𝑟𝑑𝑜𝑠 𝑠𝑎𝑡𝑢𝑟𝑎𝑑𝑜𝑠 (%) =
∑ 𝑊𝐴𝐺𝑖 𝑠𝑎𝑡𝑢𝑟𝑎𝑑𝑜𝑠
𝑊
× 100 =  
52,00
507,7
× 100 = 10,24 % 







× 100 = 9,36 % 
Á𝑐𝑖𝑑𝑜𝑠 𝑔𝑜𝑟𝑑𝑜𝑠 𝑝𝑜𝑙𝑖𝑛𝑠𝑎𝑡𝑢𝑟𝑎𝑑𝑜𝑠 (%) =
∑ 𝑊𝐴𝐺𝑖 𝑝𝑜𝑙𝑖𝑛𝑠𝑎𝑡𝑢𝑟𝑎𝑑𝑜𝑠
𝑊




= 4,39 % 
Á𝑐𝑖𝑑𝑜𝑠 𝑔𝑜𝑟𝑑𝑜𝑠 𝜔3 (%) =
∑ 𝑊𝐴𝐺𝑖 𝜔3 
𝑊
× 100 =  
2,47
507,7
× 100 = 0,49 % 
Á𝑐𝑖𝑑𝑜𝑠 𝑔𝑜𝑟𝑑𝑜𝑠 𝜔6 (%) =
∑ 𝑊𝐴𝐺𝑖 𝜔6 
𝑊
× 100 =  
19,60
507,7
× 100 = 3,86 % 
Á𝑐𝑖𝑑𝑜𝑠 𝑔𝑜𝑟𝑑𝑜𝑠 𝜔9 (%) =
∑ 𝑊𝐴𝐺𝑖 𝜔9 
𝑊
× 100 =  
47,02
507,7
× 100 = 9,26 % 
86 
 
Á𝑐𝑖𝑑𝑜𝑠 𝑔𝑜𝑟𝑑𝑜𝑠 𝑡𝑟𝑎𝑛𝑠 (%) =
∑ 𝑊𝐴𝐺𝑖 𝑡𝑟𝑎𝑛𝑠 
𝑊
× 100 =  
0,34
507,7
× 100 = 0,07 % 
 
A quantidade de triglicéridos C12:0, tal como os restantes presentes na amostra, foi 
determinada, em mg, através de: 
𝑊𝑇𝐺𝑖 = 𝑊𝐹𝐴𝑀𝐸𝑖 × 𝑓𝑇𝐺𝑖 = 11,98 × 0,9937 = 11,90 𝑚𝑔 
Onde: fTGi – fator de conversão do padrão FAME para o triglicérido correspondente; 
 
Finalmente é calculada a percentagem de matéria gorda na amostra: 
𝑀𝐺𝑇(%) =





× 100 = 25,19 𝑔/100𝑔 
 
 
Anexo V – Cálculo da incerteza associada à precisão intermédia (sPI) do 
método da determinação do teor de ácidos gordos em duplicados de duas 
amostras, o material de referência e o queijo. 
 
Tabela 24 – Cálculo da incerteza associada à precisão intermédia e do desvio padrão relativo ou coeficiente 
de variação do método da determinação do teor de ácidos gordos e da matéria gorda. A incerteza associada à precisão 
intermédia (spi), foi calculada pela equação 16. O desvio padrão relativo ou coeficiente de variação (RSD ou CV) foi 










CV (em %) 
Duplicado A B A B 
% M.G. total 
(g/100g) 
25,46 25,19 0,19 0,75 36,3 35,76 0,38 1,05 
 % A.G. % A.G.   % A.G. % A.G.   
∑WAGi Sat. 10,35 10,24 0,08 0,76 23,76 23,42 0,24 1,02 
∑WAGi monoinsat. 9,46 9,36 0,07 0,75 8,97 8,83 0,10 1,09 
Dos quais ω9 9,35 9,26 0,06 0,68 6,75 6,64 0,08 1,12 
∑WAGi Polinsat. 4,42 4,39 0,02 0,48 1,65 1,63 0,02 1,02 
Dos quais ω3 0,49 0,49 0,00 0,00 0,37 0,37 0,00 0,58 
Dos quais ω6 3,89 3,86 0,02 0,55 0,68 0,67 0,01 1,05 
∑WAGi Trans 0,07 0,07 0,00 0,00 1,61 1,59 0,02 1,09 
 
 
 
 
